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RESUMO 
 
A dependência de álcool é um grave problema de saúde responsável por um 
alto número de mortes no mundo inteiro. Uma característica marcante da dependência 
é a alta taxa de recaída – retomada do uso da droga após um período de abstinência. 
Apesar do grande número de usuários de álcool, apenas uma parcela torna-se 
dependente. Isto deixa claro que alguns indivíduos apresentam características que os 
tornam susceptíveis à dependência. Um dos melhores modelos animais para o estudo 
do restabelecimento de um condicionamento, processo análogo à recaída, é o 
condicionamento de preferência por local (CPP). Em camundongos Suíços Albinos, já 
foi descrita a existência de uma variabilidade individual em relação à sensibilização 
comportamental ao etanol, mas ainda há poucos dados sobre a variabilidade no 
CPP. Neste estudo analisamos a variabilidade do condicionamento de preferência e 
sua relação com outros parâmetros comportamentais como a extinção, o 
restabelecimento e a sensibilização comportamental. Na primeira parte do estudo 
observamos que a aplicação de um protocolo de extinção preveniu o restabelecimento 
da preferência induzido tanto pela reapresentação de pistas associadas ao 
etanol quanto pela exposição à própria droga. Além disso, a força do condicionamento 
está positivamente correlacionada com o tempo necessário para que ocorra a extinção. 
Nós desenvolvemos um modelo classificatório dos animais de acordo com seu 
condicionamento, que identificou diferentes fenótipos comportamentais associados a 
uma maior susceptibilidade à recaída. Dada a observação da variabilidade no CPP, na 
segunda parte do estudo investigamos se haveria uma relação entre os padrões de 
variabilidade observados no CPP e na sensibilização comportamental. Não 
identificamos relação entre a variabilidade observada nestes modelos quando o CPP foi 
realizado antes da sensibilização comportamental. Entretanto, quando a ordem dos 
procedimentos foi invertida, os animais que apresentaram maior sensibilização 
não desenvolveram condicionamento. Isto demonstra que o desenvolvimento da 
sensibilização prejudicou o CPP, sugerindo que tais fenômenos apresentem 
mecanismos neurobiológicos distintos. A compreensão dos mecanismos associados à 
variabilidade individual no CPP e à sua extinção poderá contribuir para desenvolver 
abordagens terapêuticas mais eficazes na prevenção da recaída e da dependência. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. Dependência de álcool 
 
A definição precisa de dependência de drogas ainda persiste como um 
assunto de intenso debate entre os pesquisadores desta área (Pober, 2013; 
Wise e Koob, 2014). A dificuldade se deve ao fato de a dependência ser um 
fenômeno multifacetado composto por elementos únicos, relevantes tanto ao 
estabelecimento quanto à manutenção do processo de consumo abusivo de 
alguma substância psicoativa (Feltenstein e See, 2013). Em decorrência disso, 
diversas teorias já foram propostas tendo como fator principal diferentes 
aspectos envolvidos nesse processo (Everitt e Robbins, 2005; Goldstein e 
Volkow, 2002; Koob, 2013; Robinson e Berridge, 1993; Wise, 2004).  
Ainda que não seja uma tarefa simples obter uma definição precisa de 
dependência, a CID-101 (Classificação Internacional de Doenças em sua 10ª 
edição) a define como um conjunto de sintomas cognitivos, comportamentais e 
fisiológicos que se desenvolvem após o consumo repetido de uma substância 
psicoativa. Para que um indivíduo seja classificado como dependente, ele deve 
preencher pelo menos três dos seis critérios propostos pelo CID-10: 1) forte 
desejo de consumir a droga; 2) dificuldade do controle do consumo da droga; 3) 
presença de abstinência após interrupção do uso ou redução do consumo; 4) 
evidência de tolerância, observada pelo aumento da dose consumida para obter 
o mesmo efeito anterior 5) abandono progressivo de prazeres ou interesses 
alternativos à droga; e 6) persistência no consumo da droga a despeito de 
evidência clara das consequências nocivas. 
                                            
1 Classificação Internacional de Doenças [sítio na Internet]. Brasília: 
Departamento de Informática do SUS; c2008 [citado 2014 janeiro 25]. Disponível 
em: 
http://www.datasus.gov.br/cid10/V2008/WebHelp/f10_f19.htm 
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As transições entre o uso ocasional, abusivo e a dependência variam 
significativamente em relação ao tempo entre estas fases, assim como quanto à 
intensidade do padrão de consumo. Por conta disso, muitos pesquisadores e 
profissionais de saúde definem a dependência como um espectro, não existindo 
limites definidos entre as fases. No início desse espectro encontram-se os 
indivíduos que ao menos alguma vez na vida fizeram uso da substância ou 
apresentam um padrão de consumo ocasional. É importante ressaltar que nem 
todos os indivíduos que se encontram nesse ponto irão necessariamente 
desenvolver um padrão de uso abusivo. Em seguida, encontram-se aqueles 
indivíduos que apresentam um consumo contínuo e repetitivo, porém ainda não 
são classificados como dependentes. No extremo deste espectro encontram-se 
as pessoas dependentes, que apresentam um padrão de uso crônico e 
repetitivo, com claros sinais de falta de controle, uso a despeito de 
consequências e frequentemente com recaídas após períodos de abstinência 
(Edwards et al., 1976).  
 Sob o aspecto neurobiológico, o fator em comum que as drogas de 
abuso compartilham é a capacidade de alterar o funcionamento da circuitaria 
neural associada com a motivação para busca de recompensas (Baik, 2013; 
Wise, 2013). Ao longo da evolução, aqueles indivíduos capazes de prever e 
buscar recompensas naturais positivas em seu ambiente tinham maiores 
chances de sobreviver e se reproduzir. Por conta disso, a maioria dos 
organismos contemporâneos é capaz, de alguma forma, de identificar e buscar 
recompensas naturais ou artificiais positivas em seu ambiente (Watson e Platt, 
2008). A circuitaria da recompensa é composta por neurônios dopaminérgicos 
provenientes da área tegmental ventral (ATV) que se projetam para o estriado 
(dorsal e ventral), córtex pré-frontal, hipocampo e amígdala (Cami e Farre, 2003; 
Feltenstein e See, 2013; Olds e Milner, 1954). Independentemente do 
mecanismo de ação, a grande maioria das drogas de abuso promovem, 
agudamente, um aumento da liberação de dopamina no estriado, principalmente 
no núcleo accumbens (NAc), pelos neurônios dopaminérgicos da ATV e da 
substância negra (Di Chiara e Imperato, 1988; Pierce e Kumaresan, 2006; 
Torregrossa e Kalivas, 2008).  
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Dentre as diversas substâncias psicotrópicas capazes de induzir 
dependência, destaca-se o álcool. Segundo o último levantamento realizado 
pela Organização Mundial de Saúde (OMS), o consumo de bebidas alcoólicas 
pela população mundial acima de 15 anos foi de 6,13 litros de álcool puro per 
capita por ano (OMS, 2011). Segundo esse mesmo estudo, o consumo 
brasileiro foi de 9.2 litros de álcool puro per capita por ano, portanto, acima da 
média mundial. Por sua vez, segundo o II Levantamento Domiciliar Sobre o Uso 
de Drogas Psicotrópicas no Brasil, realizado pelo CEBRID (Centro Brasileiro de 
Informação sobre Drogas), aproximadamente 12,3% da população entrevistada 
preenchia critérios para dependência de álcool (CEBRID, 2005). Esses dados 
são preocupantes tendo em vista que o uso de álcool foi associado a 3,8% de 
todas as mortes a nível mundial (Rehm et al., 2009). Seu consumo também está 
associado a graves problemas de saúde como cirrose, transtornos psiquiátricos 
e doenças cardiovasculares (Day et al., 2013; Richard et al., 2013; Shukla et al., 
2013) além de gerar prejuízos socioeconômicos para a sociedade em geral 
(Bouchery et al., 2011; Laramee et al., 2013; Schomerus et al., 2011). 
 
1.2. Recaída, memória e aprendizado 
 
Apesar das diferenças socioculturais, biológicas e psicológicas entre 
dependentes e das diferenças entre os efeitos das drogas psicotrópicas, a alta 
taxa de recaída – retomada do uso compulsivo da droga após um período de 
abstinência – é uma característica observada quase que absolutamente em 
todos os casos de dependência (McLellan et al., 2000). Para muitos 
pesquisadores e profissionais de saúde, a recaída é tida como um dos 
obstáculos mais difíceis a ser superado durante o processo de tratamento da 
dependência (Bossert et al., 2005; McLellan et al., 2000). Por isso a 
compreensão dos mecanismos envolvidos na recaída é de grande importância 
para a proposição de tratamentos mais eficazes e duradouros (Leggio, 2009).  
O principal evento associado à recaída é o craving ou fissura. Assim 
como em relação à dependência, a definição de craving ainda é elusiva (Skinner 
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e Aubin, 2010). Durante o estado de craving, o indivíduo pode apresentar uma 
série de sinais e/ou sintomas tais como: impulso ou vontade intensa de 
consumir a droga (Cox e Klinger, 2002; Robinson e Berridge, 2001), dores, 
incômodos físicos (Paulus, 2007), alterações emocionais e biológicas 
relacionadas ao estresse e à ansiedade (Sinha, 2009). Esses fatores, sozinhos 
ou em sinergia, aumentam a probabilidade de o indivíduo abstinente recair. Isso 
ocorre porque a ausência da droga é justamente a causa dessas consequências 
negativas, sendo seu consumo, a alternativa para aliviar esse incômodo (Baker 
et al., 2004; Koob, 2013). 
Assim como o craving pode deflagrar a recaída, fatores ambientais e 
emocionais podem desencadear o craving (Pickens et al., 2011; Self e Nestler, 
1998; Shaham et al., 2003). Os três fatores associados à indução de craving, e 
consequentemente da recaída, são: estresse (Sinha, 2012), consumo de uma 
pequena dose da droga (Bossert et al., 2005) ou reexposição a pistas 
ambientais associadas à droga (George e Koob, 2011). 
Ao analisar o processo de craving decorrente da exposição a uma pista 
ambiental, torna-se evidente a forte influência de memórias associativas sobre o 
comportamento do indivíduo (Jentsch e Taylor, 1999; Milton e Everitt, 2012). De 
fato, a capacidade de os indivíduos preverem recompensas naturais em seu 
ambiente depende da formação de uma memória associativa entre a 
recompensa obtida e as pistas ambientais presentes no momento de consumo 
(Watson e Platt, 2008). 
Seguindo esse princípio, muitas teorias e estudos vêm sendo publicados 
ligando a dependência de drogas a um processo de aprendizado aberrante 
(Jentsch e Taylor, 1999; Kelley, 2004; Redish, 2004; Torregrossa et al., 2011). 
Segundo diversos estudos, a liberação de dopamina no estriado pelos neurônios 
provenientes da ATV, em especial no NAc, está diretamente relacionada com a 
associação da pista à recompensa (Bayer e Glimcher, 2005; Schultz et al., 1997; 
Steinberg et al., 2013). Principalmente no início do consumo, ao induzir 
quimicamente a liberação de dopamina no NAc, a droga gera um aprendizado 
relacionado à experiência prazerosa com maior magnitude e duração do que o 
induzido por reforços naturais (Torregrossa et al., 2011). Este aprendizado 
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exacerbado, além de se fortalecer com a repetição do uso, aumenta a 
probabilidade do comportamento de busca pela droga (Berridge, 2012; Nesse e 
Berridge, 1997; Redish, 2004). 
A recaída está diretamente envolvida com a falha de muitas terapias 
convencionais para a dependência (Garcia-Rodriguez et al., 2011; Lee et al., 
2007; Witkiewitz et al., 2013) e está profundamente relacionada com 
mecanismos de aprendizagem e memória (Torregrossa e Taylor, 2013; Xue et 
al., 2012). Assim sendo, muitas das novas abordagens terapêuticas visam 
prolongar a abstinência por meio da manipulação, farmacológica ou 
comportamental, das memórias associadas à droga (Garcia-Rodriguez et al., 
2011; Lee et al., 2007; Torregrossa e Taylor, 2013; Xue et al., 2012). É 
importante ressaltar que, assim como em outras áreas da pesquisa biomédica, a 
investigação de mecanismos moleculares, neurais e comportamentais dos 
fenômenos associados à dependência de drogas é realizada utilizando modelos 
animais (Sanchis-Segura e Spanagel, 2006). 
 
1.3. Modelos animais para estudo da recaída 
 
 Dado que a dependência de drogas observada em seres humanos, é um 
processo complexo e multifacetado, reproduzi-la com exatidão em outros 
animais é um desafio que ainda não foi suplantado pela ciência moderna 
(Sanchis-Segura e Spanagel, 2006; Vanderschuren e Ahmed, 2013). No 
entanto, a utilização de modelos animais permite a reprodução de certas 
características (individualmente, mas não de todo o conjunto) marcantes desse 
processo como: aumento progressivo do consumo da droga, preferência pela 
droga em detrimento de recompensas naturais e, como discutido anteriormente, 
a recaída (Deroche-Gamonet et al., 2004; Sanchis-Segura e Spanagel, 2006; 
Vanderschuren e Ahmed, 2013). 
 Dentre os principais modelos para o estudo da recaída, o 
condicionamento de preferência por local (CPP, sigla do inglês Conditioned 
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Place Preference) é amplamente utilizado para estudo de diversas drogas (Liu 
et al., 2008; Tzschentke, 1998, 2007). O objetivo primário deste modelo é avaliar 
as propriedades reforçadoras secundárias atribuídas a pistas ambientais quando 
essas são associadas às drogas, por meio de uma adaptação do 
condicionamento clássico (Tzschentke, 1998, 2007). Na primeira fase desse 
procedimento, denominada de habituação, o animal é exposto ao aparelho do 
CPP, formado por pelo menos dois compartimentos com diferentes tipos de 
pistas ambientais. Inicialmente é esperado que essas pistas não possuam 
nenhum valor reforçador, positivo ou negativo, sendo consideradas neutras e, 
portanto, não induziriam comportamentos de preferência ou aversão 
(Cunningham et al., 2003). Logo após a habituação, tem início a fase do 
condicionamento, período no qual o efeito reforçador da droga em questão 
representa o estímulo incondicionado (UCS). Após sucessivas sessões de 
pareamentos do ambiente com o efeito droga (UCS), as pistas ambientais, que 
eram inicialmente neutras passam a ter uma propriedade motivacional 
secundária, tornando-se um estímulo condicionado (CS) (Tzschentke, 2007). 
Dessa maneira, na terceira fase do CPP, chamada de teste pós-
condicionamento, quando o animal é reexposto às pistas ambientais (CS) sem a 
administração da droga, estas induzirão um comportamento de aproximação do 
animal ao ambiente anteriormente pareado aos efeitos da droga (Cunningham et 
al., 2003; Tzschentke, 1998, 2007). 
 Como observado acima, o emprego do CPP permite, além do estudo do 
efeito reforçador da droga, a avaliação de sua associação e posterior evocação 
de reforço secundário por pistas ambientais. Esta associação também é 
observada no ser humano (Martin-Fardon e Weiss, 2013; Myers e Carlezon, 
2010; Shiffman e Waters, 2004; Sinha, 2009). Devido à durabilidade dessa 
associação, este modelo também pode ser utilizado para estudar o processo de 
restabelecimento da preferência (termo utilizado na pesquisa com modelos 
animais com significado análogo ao da recaída) induzido pelas pistas ambientais 
após um período de abstinência (Martin-Fardon e Weiss, 2013). Alguns estudos 
utilizam o estresse ou uma dose inferior da droga como indutores do 
restabelecimento da preferência após a abstinência (Kuzmin et al., 2003; Ma et 
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al., 2007; Maldonado et al., 2006; Ribeiro Do Couto et al., 2006; Wang et al., 
2002), confirmando também adequação do CPP como um modelo dos 
fenômenos observados na recaída em seres humanos.  
  Muitos estudos vêm empregando, com sucesso, manipulações como a 
extinção e a reconsolidação de memórias na prevenção da 
recaída/restabelecimento induzidos por pistas ambientais associados à droga ou 
a uma dose subliminar da droga (Liu et al., 2008; Myers e Carlezon, 2010; 
Torregrossa e Taylor, 2013; Xue et al., 2012).  
A extinção é um processo no qual uma nova memória associativa é 
formada usando o mesmo padrão de pistas empregado durante o 
condicionamento. Porém, neste caso a associação é feita com um estímulo 
neutro (ausência do US), não induzindo uma nova preferência (Bouton, 2004; 
Millan et al., 2011; Roozendaal e McGaugh, 2011). Assim, a apresentação da 
pista ambiental poderá evocar uma das duas memórias associativas: a positiva, 
formada no condicionamento inicial, ou a neutra, formada durante a extinção 
(Bouton, 2004). Portanto, o comportamento de busca pela droga pode ser 
prevenido caso a evocação da memória associativa neutra se sobressaia à 
evocação da memória associativa positiva, reduzindo a probabilidade de 
recaída/restabelecimento (Bouton, 2004; Torregrossa e Taylor, 2013). 
A reconsolidação, por sua vez, não implica na formação de uma nova 
memória, mas sim na alteração da mesma memória formada inicialmente 
(Reichelt e Lee, 2013). Isso é possível já que quando reativada, a memória se 
torna lábil e passível de manipulação durante um período específico de tempo, a 
chamada “janela de reconsolidação” (Reichelt e Lee, 2013). Durante esse 
período, novas informações podem ser adicionadas à memória inicial 
enfraquecendo ou fortalecendo-a (De Oliveira Alvares et al., 2013; Lee, 2008; 
Tronson et al., 2006). 
Além disso, estudos recentes vêm empregando de modo combinado a 
extinção e a reconsolidação (Flavell et al., 2013; Monfils et al., 2009; Xue et al., 
2012). Monfils e colaboradores (2009) demonstraram pela primeira vez que a 
utilização de um procedimento de extinção durante a janela de reconsolidação é 
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mais eficiente para prevenir a evocação de uma memória aversiva do que fora 
deste período (Monfils et al., 2009). Este mesmo procedimento já foi empregado 
para manipulação de memórias associadas a estímulos reforçadores, e 
demonstrou-se eficaz na prevenção da recaída induzida por diferentes drogas 
(Millan et al., 2013; Sartor e Aston-Jones, 2013; Xue et al., 2012). Em especial, 
o trabalho publicado por Xue e colaboradores (2012) foi marcante, pois 
demonstrou que a combinação dos dois procedimentos, extinção e 
reconsolidação, preveniu o restabelecimento da procura tanto de heroína quanto 
de cocaína em um modelo animal e também em seres humanos (Xue et al., 
2012). 
Além do CPP, também a sensibilização comportamental, modelo animal 
para o estudo de adaptações comportamentais e neuronais decorrentes da 
exposição repetida às drogas, vem ganhando espaço como um modelo que 
também pode ser útil no estudo da recaída (Steketee e Kalivas, 2011). Isso 
porque tanto a recaída quanto a sensibilização parecem compartilhar 
mecanismos neurobiológicos. Segundo Steketee e Kalivas (2011), na circuitaria 
da recaída, o NAc além de receber aferências dopaminérgicas da ATV também 
recebe aferências glutamatérgicas provenientes da amígdala basolateral (ABL), 
hipocampo (HIP) e córtex pré-frontal (CPF) (Steketee e Kalivas, 2011). Por sua 
vez, na circuitaria da sensibilização, a única diferença apontada pelos autores é 
a aferência glutamatérgica do HIP, que neste caso, inerva a ATV e não o NAc 
(Steketee e Kalivas, 2011). 
O modelo da sensibilização comportamental surgiu a partir da teoria da 
saliência do incentivo, proposta por Robinson e Berridge (Robinson e Berridge, 
1993, 2001, 2008). Segundo essa teoria, dado que as drogas de abuso ativam 
diretamente a sinalização dopaminérgica na circuitaria da recompensa, a 
exposição crônica a elas seria capaz de induzir um aumento da sensibilidade 
dessa mesma circuitaria (Robinson e Berridge, 1993, 2001, 2008). Dessa 
maneira, a sensibilização resultaria em um aumento da percepção do valor da 
recompensa acarretando maior motivação (incentivo) para a procura da droga 
(Berridge, 2012; Zhang et al., 2009). 
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No entanto, a avaliação motivacional de um indivíduo envolve tanto 
aspectos hedônicos quanto comportamentais relacionados à recompensa em 
questão (Wilson et al., 2006). Por isso a separação, tanto psicológica quanto 
neurobiológica, entre o “gostar” (drug-liking) e o “querer” (drug-wanting) se faz 
necessária para o entendimento dos processos de motivação. Gostar envolve a 
percepção, consciente ou inconsciente, do indivíduo de que algo é prazeroso 
(Berridge et al., 2009; Robinson e Berridge, 2003). Esse processo é regulado, 
principalmente pela sinalização por opióides e endocanabinóides especialmente 
em regiões corticais (Berridge et al., 2009). Por sua vez, o querer envolve um 
processo de aprendizado por reforço, baseado na previsão e erro do valor da 
recompensa (Berridge, 2012), envolvendo sinalização dopaminérgica em áreas 
mesocorticais (Berridge et al., 2009). Segundo alguns autores, no início do 
consumo das drogas de abuso, tanto o gostar quanto o querer são observados 
juntos (Berridge et al., 2009). No entanto, com o uso prolongado, o valor 
prazeroso da droga não sofre alterações ao passo que o querer aumenta 
(Berridge et al., 2009; Robinson e Berridge, 2008). Esse fenômeno de querer a 
droga, mesmo na ausência do seu componente prazeroso, parece ser essencial 
para a manutenção da dependência e indução da recaída (Berridge, 2012; 
Berridge et al., 2009; Robinson e Berridge, 1993, 2008). 
Segundo Wise e Bozarth (1987), existe uma homologia entre os 
mecanismos neurais associados com o controle motor e a procura por drogas 
(Wise e Bozarth, 1987). Sendo assim, além da sensibilização do incentivo, a 
exposição crônica resultaria também em um aumento na atividade locomotora 
do indivíduo (Masur et al., 1986; Steketee e Kalivas, 2011). De fato, a exposição 
crônica a diversas drogas de abuso como cocaína, morfina e etanol é capaz de 
gerar um aumento progressivo da atividade locomotora de camundongos. Esse 
aumento da locomoção é denominado “sensibilização comportamental” e serve 
como um indicativo indireto dos níveis neurais de sensibilização (Steketee e 
Kalivas, 2011; Vanderschuren e Kalivas, 2000). 
A teoria da saliência do incentivo e, por consequência, a sensibilização 
locomotora, tem sido criticada devido à falta de uma forte validação 
considerando os fenômenos que ocorrem no ser humano. Apesar de haver um 
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significativo corpo de evidências em relação à sensibilização a estimulantes, 
como a anfetamina (Boileau et al., 2006; Sax e Strakowski, 2001; Strakowski e 
Sax, 1998; Strakowski et al., 1996), poucos estudos foram publicados 
caracterizando este processo em relação ao etanol em seres humanos (Newlin 
e Thomson, 1991, 1999). Assim, a sensibilização comportamental é empregada 
como um modelo para investigar as alterações neurais e comportamentais 
induzidas pela exposição crônica de etanol (Abrahao et al., 2013; Camarini et 
al., 2011; Nona et al., 2014). No entanto, como mencionado anteriormente, 
existe uma grande similaridade entre os circuitos neurais envolvidos com a 
sensibilização e os envolvidos com o restabelecimento, sugerindo que o modelo 
da sensibilização comportamental também poderia ser utilizado para investigar 
alterações neurais associadas à recaída (Steketee e Kalivas, 2011). 
 
1.4. Variabilidade individual na dependência de drogas 
 
 Uma questão muito relevante à dependência de drogas, e que ainda 
persiste sem uma compreensão completa, é porque dentre os indivíduos que já 
utilizaram alguma droga de abuso, apenas uma parte deles desenvolve a 
dependência (Piazza e Le Moal, 1996). Esse mesmo fenômeno foi demonstrado 
em animais de laboratório, evidenciando que diferenças individuais também 
influenciam o desenvolvimento de características comportamentais associados 
aos modelos animais de dependência (Deroche-Gamonet et al., 2004; Kasanetz 
et al., 2010). 
 Em relação à sensibilização comportamental, diversos estudos do nosso 
e de outros grupos de pesquisa observaram, em camundongos da linhagem 
outbred Suíços Albinos, importantes diferenças individuais neste processo de 
neuroadaptação induzidas pelo etanol (Abrahao et al., 2013; Abrahao et al., 
2012; Abrahao e Souza-Formigoni, 2012; Botia et al., 2012; Camarini et al., 
2000; Camarini et al., 2011; Ferreira et al., 2013; Quadros et al., 2005; Souza-
Formigoni et al., 1999). Em nossos estudos foi possível identificar claramente 
que, dentre os animais tratados com etanol, alguns apresentam um aumento 
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progressivo e significativo da atividade locomotora – denominados de 
sensibilizados – e outros não apresentam praticamente nenhuma alteração da 
locomoção – denominados de não sensibilizados (Abrahao et al., 2012; Abrahao 
e Souza-Formigoni, 2012; Ferreira et al., 2013). 
 Apesar de bem descrita para a sensibilização comportamental, em 
relação ao modelo do CPP apenas um estudo, também em camundongos 
Suíços Albinos, já foi realizado identificando a existência de variabilidade 
individual na resposta de condicionamento de preferência induzido pelo etanol 
(Tesone-Coelho et al., 2013). Os pesquisadores identificaram três perfis 
comportamentais após a fase de condicionamento com etanol: animais que 
desenvolveram clara preferência, animais que mantiveram preferência similar à 
observada no período de habituação e animais que desenvolveram uma 
aversão ao local, caracterizada pelo aumento da preferência condicionada ao 
ambiente não pareado com etanol (Tesone-Coelho et al., 2013). Apesar de 
pioneiro, esse estudo deixou algumas lacunas, tais como a identificação de 
características comportamentais ao condicionamento de preferência, que 
poderiam ser mais um indicativo da variabilidade individual. Além disso, a 
metodologia estatística empregada pelos pesquisadores para classificar os 
animais limitou-se à divisão em tercis, o que gera a possibilidade de incluir 
animais com perfis diferentes comportamentais no mesmo grupo (Tesone-
Coelho et al., 2013). 
   
1.5. Justificativa e Hipóteses 
 
 Considerando que: 
a) Há um significativo impacto da manipulação de memórias associativas na 
prevenção da recaída, ou no restabelecimento da preferência 
condicionada; 
b) Existe grande variabilidade individual associada à dependência 
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Justifica-se a realização de um estudo abrangente que leve em consideração 
esses dois fatores simultaneamente, para permitir a proposição de 
procedimentos terapêuticos mais precisos e eficazes. Segundo nossa hipótese, 
o uso de um procedimento de extinção prevenirá o restabelecimento da 
preferência, induzido tanto por pistas ambientais quanto por uma dose desafio 
de etanol. Além disso, esperamos observar uma associação entre o perfil de 
condicionamento, o tempo de extinção e a força do restabelecimento da 
preferência. 
Considerando que a variabilidade individual em camundongos já foi 
relatada tanto para a sensibilização locomotora quanto para o CPP, torna-se 
necessário avaliar se há associação entre os perfis de respostas 
comportamentais nestes dois modelos animais. Isto possibilitaria estudar de 
modo mais completo o processo da recaída. Nossa hipótese inicial é de que 
existirá uma correlação positiva entre as medidas comportamentais obtidas nos 
dois modelos, de forma que um animal com uma forte preferência condicionada 
pelo etanol será classificado como sensibilizado, e vice-versa. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVO GERAL 
 
 O objetivo principal desta tese foi avaliar o papel da variabilidade 
individual no condicionamento de preferência por local induzido pelo etanol e 
sua associação com a sensibilização comportamental. 
 
2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
2.1.1. Parte 1 
  
1. Avaliar a capacidade de um protocolo de CPP produzir condicionamento 
de preferência pelo ambiente pareado com etanol. 
2. Avaliar a eficiência da extinção do condicionamento de preferência pelo 
ambiente pareado com etanol na prevenção do seu restabelecimento.  
3. Avaliar  a existência de diferentes perfis entre animais submetidos ao 
protocolo de CPP com etanol e identificar suas características 
comportamentais, especialmente as associadas ao restabelecimento da 
preferência. 
 
2.1.2. Parte 2 
 
1. Avaliar a existência de relação entre as características individuais 
observadas em dois protocolos comportamentais (CPP e sensibilização) 
e o restabelecimento da preferência.  
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3. MATERIAL, MÉTODOS E RESULTADOS 
 
3.1. ANIMAIS 
  
Foram utilizados camundongos Suíços Albinos machos provenientes do 
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia 
(CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo. Todos os animais tinham 
entre dez e doze semanas de vida no início dos experimentos. Os animais foram 
alojados em grupos de 4 a 5 em gaiolas plásticas (30 X 19 X 13 cm), mantidos 
em ambiente com temperatura controlada, com 12 horas de ciclo claro-escuro 
(das 7h00 às 19h00, as luzes eram mantidas acesas) e livre acesso a água e 
comida. Todas as caixas moradia foram mantidas em estantes ventiladas 
Sealsafe IVC rack (Tecniplast, Casale Lita, Itália). Os animais eram levados em 
sua caixa-moradia para a sala de experimentação trinta minutos antes do início 
dos experimentos. Todos os experimentos foram realizados entre as 8h00 e 
13h00. Além disso, todos os procedimentos foram submetidos e aprovados pelo 
comitê de ética em pesquisa da UNIFESP (CEP 0036/12). 
 
3.2. EQUIPAMENTOS 
 
 Para o protocolo de Condicionamento de Preferência de Lugar (CPP) 
foram utilizadas caixas EP 156C adaptadas (Insight, Ribeirão Preto, Brasil, 14 X 
44 X 15 cm) de acrílico e aço inoxidável divididas em três compartimentos: dois 
compartimentos contendo pistas visuais (listras verticais ou horizontais pretas e 
brancas nas quatro paredes do compartimento) e táteis (grade do chão em 
formato de barra ou entrelaçado). As combinações de pistas foram: listras 
verticais/chão entrelaçado e listras horizontais/chão em barras. Os dois 
compartimentos eram separados por um compartimento central com pistas 
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ambientais não aparentes (parede cinza e chão liso). Entre os dois 
compartimentos com pistas e o central havia uma porta em formato de guilhotina 
que poderiam ser aberta ou fechada manualmente pelo pesquisador. Oito feixes 
infravermelhos localizados ao longo da caixa conectados a um software de 
contagem de interrupções foram utilizados para detectar a localização espacial 
do animal ao longo dos testes. 
Para o protocolo de sensibilização comportamental foram utilizadas 
caixas de atividade locomotora automatizadas Opto-Varimex (Columbus 
Instruments, EUA, 47,5 X 25,7 X 20,5 cm), providas de 15 pares de células 
fotoelétricas conectadas a um contador digital, acionadas a cada passagem do 
animal. 
 
3.3. PROCEDIMENTOS GERAIS 
 
 3.3.1. Condicionamento de Preferência por Local 
 
O procedimento comportamental do CPP foi dividido em três fases: 
habituação (1º dia), condicionamento (2º ao 9º dia) e teste pós-condicionamento 
(10º dia).  
Habituação: Essa fase foi designada para avaliação da preferência inicial 
dos animais por algum dos compartimentos do aparato, na ausência de 
qualquer tratamento. Os animais foram colocados individualmente no 
compartimento central e tiveram livre acesso por todos os compartimentos 
durante 15 minutos. Os animais que permanecessem 65% ou mais do tempo 
total de teste em um dos compartimentos com as pistas ambientais salientes 
foram excluídos do experimento para manter um procedimento sem viés de 
preferência inicial. Não houve diferenças na preferência por qualquer um dos 
compartimentos entre os grupos salina e etanol [Teste t de Student: t(297) = 
0,71, p > 0,05].  
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Condicionamento: Durante essa fase, os animais pertencentes ao grupo 
etanol receberam quatro administrações intraperitoneais (i.p.) de etanol (2,2 
g/kg, 15% p/v) e quatro administrações de salina (0,9% p/v NaCl) em dias 
alternados. Os animais do grupo salina, por sua vez, receberam administrações 
i.p. de salina todos os dias em ambos os compartimentos. Logo após cada 
administração, os animais eram colocados no compartimento com pistas 
ambientais o qual havia sido aleatoriamente determinado para ser pareado com 
a droga administrada. O número de animais alocados para cada ambiente foi 
divido igualmente. Os animais foram mantidos e restritos ao ambiente com 
pistas ambientais (CS+ = compartimento condicionado ou CS- = compartimento 
não condicionado) por 15 minutos com as portas fechadas.  
Teste pós-condicionamento: Vinte quatro horas após o último dia de 
condicionamento, todos os animais passaram por um teste de preferência 
similar ao teste da habituação. Cada animal era posto no compartimento central 
e tinha livre acesso por todos os compartimentos durante 15 minutos. Os 
animais não receberam nenhum tipo de tratamento antes de serem testados. 
Para verificação da validade deste protocolo de indução do 
condicionamento de preferência por local pelo etanol, um experimento piloto foi 
conduzido inicialmente. Vinte dois animais foram condicionados com etanol em 
um dos compartimentos do CPP e nove foram condicionados com salina em 
ambos os compartimentos. 
A preferência pelo ambiente CS+ foi calculada através do percentual do 
tempo total gasto no ambiente CS+ menos o percentual do tempo total gasto no 
ambiente CS- durante cada teste. Essa medida foi chamada de delta da 
preferência e nos permitiu avaliar a preferência na habituação per se e compará-
la aos outros testes (Cunningham et al., 2003).  
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3.3.2. Análise estatística geral 
 
 Para todos os experimentos de CPP, foram utilizados testes de Análise 
de Variância (ANOVA) de medidas repetidas. O primeiro fator independente foi 
grupo sendo composto pelos animais condicionados com salina ou com etanol. 
O segundo fator, teste, foi composto pelo delta da preferência na habituação e 
no teste pós-condicionamento. Em relação ao Experimento 1, uma outra 
ANOVA de medidas repetidas foi utilizada para a análise dos dados. Neste 
caso, os animais condicionados com etanol nos dois protocolos experimentais 
formaram os dois níveis do fator grupo, e o delta da preferência na habituação, 
teste pós-condicionamento, restabelecimento ambiental e restabelecimento por 
desafio de etanol compuseram o fator teste. Para os experimentos 2A e 2B, 
foram utilizadas ANOVAs de uma via, considerando como fator grupo os 
animais condicionados com etanol e como variável dependente, o delta da 
preferência no teste pós-condicionamento. 
 Quando adequado, as ANOVAS foram seguidas de teste post hoc de 
Newman-Keuls para múltiplas comparações. Em casos específicos, testes post 
hoc desprotegidos também foram utilizados. 
 Para as análises de correlação entre variáveis dependentes foi utilizado o 
teste de correlação de Pearson. 
 O nível de significância adotado foi de 5% e todas as análises estatísticas 
foram realizadas utilizando o programa STATISTICA 12 (Statsoft, EUA) e o 
programa SPSS 18 (IBM, EUA). 
  
 Este trabalho foi dividido em duas partes. Os materiais e métodos 
utilizados e os resultados específicos de cada etapa serão descritos 
separadamente. Os símbolos apresentados nos gráficos de correlação são 
referentes à classificação proposta na sessão 3.4.3 
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3.4. PARTE 1 – VARIABILIDADE INDIVIDUAL NO 
CONDICIONAMENTO DE PREFERÊNCIA POR LOCAL  
 
 Como mencionado anteriormente, a exposição às pistas ambientais 
previamente associadas ao efeito reforçador do etanol pode facilitar o 
restabelecimento da preferência (Tzschentke, 1998, 2007). Em modelos 
animais, um bom procedimento para avaliação dessa associação é o CPP 
permitindo a investigação de mecanismos comportamentais e neurais 
associados ao restabelecimento (Martin-Fardon e Weiss, 2013; Tzschentke, 
2007). 
 Recentemente, um extenso corpo de estudos vem utilizando 
procedimentos de manipulação da memória para prevenir o restabelecimento 
induzido pelas pistas ambientais (Torregrossa e Taylor, 2013; Xue et al., 2012). 
Um dos procedimentos que apresentou resultados promissores é a extinção – 
resultado da competição de uma nova memória (não associada a uma 
recompensa) com a memória da associação previamente estabelecida (Bouton, 
2004; Bouton e Bolles, 1979).  
Além disso, outro fator muito importante diz respeito à variabilidade 
comportamental dos indivíduos submetidos ao tratamento (Deroche-Gamonet et 
al., 2004; Piazza e Le Moal, 1996). Apesar de bem descrita para a 
sensibilização comportamental induzida por etanol, a variabilidade individual no 
CPP foi relata em apenas um estudo (Tesone-Coelho et al., 2013). Sendo 
assim, para uma melhor caracterização da variabilidade individual sobre o 
desenvolvimento e manutenção do condicionamento induzido pelo etanol novos 
estudos são necessários.  
   
3.4.1. EXPERIMENTO PILOTO. Avaliação do protocolo de condicionamento de 
preferência por local  
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A. Justificativa 
 O processo de associação entre os efeitos da droga em investigação com 
as pistas ambientais é sensível a alguns aspectos relevantes ao processo de 
estabelecimento do protocolo como dose empregada, número de sessões de 
condicionamento e tempo de teste (Cunningham et al., 2006; Poltyrev e Yaka, 
2013; Tzschentke, 2007). Nós realizamos um experimento piloto para verificar 
se o protocolo escolhido seria capaz de induzir uma média positiva de 
condicionamento ao ambiente pareado com o etanol. 
 
B. Delineamento experimental 
 A metodologia completa está detalhada na sessão 3.3.1. 
Resumidamente, após a habituação ao CPP, os animais receberam 2,2g/kg de 
etanol ou salina em ambientes e dias alternados, aonde permaneciam 
confinados por 15 minutos. Outro grupo de animais recebeu salina em ambos os 
ambientes do CPP. Após o condicionamento, os animais foram testados em 
uma sessão, sem administração de drogas, de 15 minutos, na qual os 
camundongos tinha acesso a todo o aparelho de CPP. 
 
C. Resultados  
Desenvolvimento do condicionamento de preferência 
 A ANOVA de medidas repetidas considerando como fator grupo os 
animais condicionados com salina ou etanol e como fator teste o delta da 
preferência na habituação e teste pós-condicionamento detectou efeitos 
significativos dos fatores testes [F(1,29) = 3,86 p = 0,05] e interação grupo X 
teste [F(1,29) = 3,90, p = 0,05], mas não do fator grupo [F(1,29) = 2,22]. Quando 
empregado o teste post hoc detectamos que, no teste pós-condicionamento, os 
animais condicionados com etanol apresentaram um delta da preferência 
significativamente superior ao grupo salina e do que seus próprios níveis na 
habituação (p < 0,05) (Figura 1). Este resultado confirma que, após a 
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associação entre os efeitos reforçadores do etanol e as pistas ambientais, estas 
foram capazes de induzir um comportamento de preferência condicionado, no 
protocolo escolhido para o desenvolvimento deste trabalho. 
 
 
Figura 1. Delta da preferência (média ± EPM) na habituação e no teste pós-
condicionamento dos animais condicionados com etanol (2,2 g/kg, i.p., n = 22) ou salina 
(NaCl 0,9% i.p., n = 9). * significativamente maior que a habituação (p < 0,05). # 
significativamente maior que o grupo salina no teste pós-condicionamento (p < 0,05). 
 
3.4.2. EXPERIMENTO 1. Condicionamento de preferência por local seguido de 
um protocolo de extinção ou permanência na caixa moradia seguido por teste de 
restabelecimento 
 
A. Justificativa 
O estudo das memórias envolvidas com a associação entre os efeitos 
reforçadores das drogas de abuso e as pistas ambientais representa um dos 
principais focos das pesquisas na área da dependência (Kelley, 2004; 
Torregrossa e Taylor, 2013). A evocação dessas memórias está associada a 
uma maior probabilidade de recaída quando o indivíduo encontra-se em 
abstinência. Por isso, diversos procedimentos experimentais vêm sendo 
utilizados com o intuito de manipular a memória adquirida e, assim, visando 
reduzir ou até prevenir a recaída (Garcia-Rodriguez et al., 2011; Xue et al., 
2012). Um desses procedimentos é a extinção. Neste procedimento, um novo 
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aprendizado é induzido no qual as pistas ambientais não mais são associadas a 
um efeito reforçador, gerando uma nova memória (Bouton, 2004). Sendo assim, 
quando o animal for novamente reexposto as pistas ambientais, um processo de 
competição entre as memórias será induzido que pode acarretar na prevenção 
do comportamento condicionado (Torregrossa e Taylor, 2013). 
É interessante notar que o procedimento de prevenção da recaída 
proposto pela extinção (reapresentação às pistas previamente pareadas com a 
droga) vai de encontro com um tipo de terapia muito empregado pelas 
comunidades terapêuticas (afastamento das pistas pareadas à droga) 
(Vanderplasschen et al., 2013). Para testar a capacidade de duas abordagens 
de prevenção a recaída, conduzimos dois protocolos experimentais contrapondo 
um protocolo de extinção a um protocolo sem a exposição às pistas 
(permanência na caixa moradia). Testamos então sua efetividade na prevenção 
do restabelecimento da preferência, induzido tanto pelas pistas ambientais 
quanto pela combinação das pistas ambientais com uma dose desafio de etanol. 
 
B. Delineamento experimental 
 Protocolo de extinção 
Vinte quatro horas após o teste pós-condicionamento (procedimento do 
CPP descrito anteriormente), todos os animais passaram pela fase de extinção. 
Durante 13 dias consecutivos, todos os animais foram diariamente colocados no 
compartimento central do aparato do CPP sem tratamento de etanol ou salina. 
Os animais tinham livre acesso por todo o aparato durante 15 minutos. 
Considerando que esse procedimento é similar ao teste pós-condicionamento, 
nós consideramos o teste pós-condicionamento como sendo o primeiro dia da 
fase de extinção. Dessa maneira, a fase de extinção consistiu de 14 dias de 
testes (10º dia ao 23º dia do protocolo geral). Durante essa fase, nós avaliamos 
diariamente a intensidade e duração do condicionamento de preferência de 
cada animal. Esperávamos observar variabilidade individual, tanto em relação 
em relação ao nível de condicionamento como ao tempo necessário para que a 
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extinção fosse estabelecida. Durante a fase de extinção, caso algum dos 
animais apresentasse o delta da preferência dentro do intervalo de confiança 
(IC95%) do grupo tratado com etanol na habituação por dois dias consecutivos, 
o primeiro desses dois dias era computado como indicativo de durabilidade do 
comportamento condicionado ao etanol. A avaliação foi finalizada somente após  
atingir este critério em dois dias subsequentes, visando evitar que possíveis 
flutuações comportamentais naturais influenciassem a análise.  
 O último dia da fase de extinção (24º dia) foi chamado de 
restabelecimento ambiental. Esse teste foi similar aos testes de extinção, 
dado que o animal era posto no compartimento central sem o tratamento de 
salina ou etanol, e tinha livre acesso por todo o aparato do CPP por 15 minutos. 
Esse teste foi denominado de restabelecimento ambiental para estabelecer 
simetria com protocolo sem extinção. 
 Vinte quatro horas após o restabelecimento ambiental (25º dia), os 
animais passaram pelo restabelecimento por etanol. Imediatamente antes de 
serem colocados no compartimento central do aparato do CPP, todos os 
animais receberam sistemicamente uma dose não estimulante de etanol (1,0 
g/kg, i.p.). Os animais tiveram livre acesso por todo o aparato durante 15 
minutos. 
 
 Protocolo sem extinção 
Vinte  e quatro horas após o teste pós-condicionamento, todos os animais 
retornaram a suas respectivas caixa-moradia. Durante 13 dias consecutivos (11º 
dia ao 23º dia) os animais não receberam nenhuma administração de salina ou 
etanol nem foram reexpostos ao aparato do CPP. No 24º dia todos os animais 
passaram pelo restabelecimento ambiental e 24 horas após (25º dia) pelo 
restabelecimento por etanol. A metodologia adotada nos dois testes de 
restabelecimento foi similar à descrita acima para o protocolo extinção. 
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C. Resultados  
Desenvolvimento do condicionamento de preferência 
 Os resultados do desenvolvimento do condicionamento de preferência 
por local induzido pelo etanol para os dois protocolos comportamentais está 
representado na figura 2. O grupo de animais designados ao procedimento de 
extinção (Figura 2A) e o grupo que não passou pelas sessões de extinção 
(Figura 2B) apresentaram níveis semelhantes de condicionamento ao etanol. No 
caso da figura 2A, a ANOVA de medidas repetidas detectou um efeito 
significativo do fator interação grupo X teste [F(1,65) = 6,49, p < 0,05] e uma 
tendência estatística para o fator grupo [F(1,65) = 3,50, p = 0,06]. No entanto 
não foi detectado efeito significativo para o fator teste [F(1,65) = 1,97). Não 
houve diferença significativa entre o delta da preferência dos animais 
condicionados com salina e dos animais condicionados com etanol na 
habituação. Apesar disso, no teste pós-condicionamento, os animais 
condicionados com etanol apresentaram um aumento significativo do delta da 
preferência em relação à habituação que não foi observado nos animais 
condicionados com salina, que mantiveram os mesmo níveis (p < 0,05) (Figura 
2A). O mesmo perfil de condicionamento de preferência foi observado nos 
animais que passaram pelo protocolo sem extinção (Figura 2B). Para esse 
grupo de animais, a ANOVA de medidas repetidas detectou efeitos significativos 
dos fatores grupo [F(1,83) = 11,17, p < 0,01], teste [F(1,83) = 7,31, p < 0,01] e 
interação grupo X teste [F(1,83) = 16,39, p < 0,001].  
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Figura 2. A. Delta da preferência (média ± EPM) na habituação e no teste pós-
condicionamento dos animais do protocolo de extinção condicionados com etanol (2,2 
g/kg, i.p., n = 47) ou salina (NaCl 0,9% i.p., n = 20). * significativamente maior que a 
habituação (p < 0,05). # significativamente maior que o grupo salina no teste pós-
condicionamento (p < 0,05). B. Delta da preferência (média ± EPM) na habituação e no 
teste pós-condicionamento dos animais condicionados do protocolo sem extinção 
condicionados com etanol (2,2 g/kg, i.p., n = 61) ou salina (NaCL 0,9% i.p., n = 24). * 
significativamente maior que a habituação (p < 0,001). # significativamente maior que o 
grupo salina no teste pós-condicionamento (p < 0,001). 
 
Extinção e restabelecimento do condicionamento de preferência 
 Para averiguar se as sessões de extinção alteravam os níveis de 
reestabelecimento do condicionamento ao etanol, realizamos uma ANOVA de 
medidas repetidas. Consideramos os grupos de animais condicionados com 
etanol (extinção e sem extinção) como os dois níveis do fator grupo e os deltas 
da preferência na habituação, no teste pós-condicionamento, no 
restabelecimento ambiental e no restabelecimento por etanol como os quatro 
níveis do fator teste. Foram detectados efeitos significativos dos fatores grupo 
[F(1,106) = 4,86, p < 0,05], teste [F(3,318) = 13.19, p< 0,001] e interação grupo 
X teste [F(3,318) = 4,05, P < 0,05]. Como já mencionado anteriormente, o delta 
da preferência no teste pós-condicionamento foi significativamente superior ao 
da habituação nos dois grupos (p < 0,05) (Figura 3). Considerando os animais 
do grupo extinção, não foram identificadas diferenças significativas entre o delta 
da preferência na habituação, restabelecimento ambiental e restabelecimento 
por etanol (Figura 3). Isto indica que não houve restabelecimento da preferência 
após o protocolo de extinção. Por outro lado, em relação aos animais que não 
passaram pelo protocolo de extinção, o nível do delta da preferência no 
restabelecimento por etanol foi significativamente superior aos níveis da 
25 
 
habituação e do restabelecimento ambiental (p < 0,001), além de ser similar ao 
nível do teste pós-condicionamento (Figura 3). Neste caso, a dose desafio de 
etanol foi capaz de induzir o restabelecimento do condicionamento de 
preferência. Além disso, apenas no restabelecimento por etanol os dois grupos 
são significativamente diferentes entre si, sendo o delta da preferência dos 
animais do protocolo de extinção significativamente inferior ao dos animais que 
não passaram pela extinção (p < 0,001) (Figura 3).  
 
 
Figura 3. Delta da preferência (média ± EPM) na habituação, teste pós-
condicionamento, restabelecimento ambiental (“Ambiente”) e restabelecimento por 
desafio de etanol (“EtOH”) dos animais condicionados com etanol que passaram pelo 
protocolo de extinção (n = 47) e dos animais que permanecerem na caixa moradia (sem 
extinção, n = 61). * significativamente maior que a habituação (p < 0,05). # 
significativamente maior que o protocolo com extinção no mesmo teste (p < 0,001). 
 
Considerando apenas os animais do protocolo de extinção, nós 
observamos que houve uma grande variabilidade em relação ao número de 
testes necessários para que o comportamento se extinguisse. A análise de 
correlação de Pearson indicou que há uma forte correlação positiva entre a força 
do condicionamento – observada pela magnitude do delta da preferência no 
teste pós-condicionamento – e os dias necessários para que seja observada a 
extinção [Coeficiente de Person (r) = 0,76, p < 0,05]. Esse resultado indica que 
os animais que apresentaram altos níveis de condicionamento demandam de 
um período de extinção mais longo (Figura 4). 
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Figura 4. Correlação entre o delta da preferência no teste pós-condicionamento e os 
dias necessários para retornar aos níveis de preferência da habituação dos animais 
condicionados com etanol que passaram pelo protocolo de extinção (n = 47, Coeficiente 
de correlação de Pearson r = 0,76, p < 0,05). Os símbolos referentes aos grupos 
representados no gráfico representam os três clusters de animais com diferentes níveis 
de condicionamento que serão mencionados na sessão 3.4.3 desta tese. 
 
É importante notar que houve uma variabilidade grande nos valores de 
delta de preferência no restabelecimento por etanol (a se observar pela barra de 
erro padrão, figura 3). Por esse motivo, decidimos avaliar a correlação entre a 
força do condicionamento e a força do restabelecimento por etanol – observada 
pela magnitude do delta da preferência no restabelecimento por etanol. Foi 
observada uma correlação moderada positiva entre o delta da preferência no 
teste de pós-condicionamento e o delta no restabelecimento por etanol (r = 0.50, 
p < 0,05), ou seja, os animais que apresentam um condicionamento mais forte 
tendem a restabelecer com mais força após administração de uma dose baixa 
de etanol (Figura 5). 
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Figura 5. Correlação entre o delta da preferência no teste pós-condicionamento e o 
delta da preferência no restabelecimento por dose desafio de etanol dos animais 
condicionados com etanol que passaram pelo protocolo de extinção (n = 47) (r = 0,50, p 
< 0,05). Os símbolos referentes aos grupos apresentados no gráfico representam os 
três clusters de animais com diferentes níveis de condicionamento que serão 
mencionados na sessão 3.4.3 desta tese. 
 
Já em relação aos animais que não passaram pelos testes de extinção, a 
análise de correlação de Pearson identificou uma correlação moderada positiva 
entre o delta da preferência no teste pós-condicionamento e o delta do 
restabelecimento ambiental (r = 0,42, p < 0,05) (Figura 6A), assim como entre o 
delta da preferência no teste pós-condicionamento e o delta do restabelecimento 
por etanol (r = 0,39, p < 0,05) (Figura 6B). Confirmando que a força do 
condicionamento pode ser um fator associado a uma probabilidade maior de 
apresentar o restabelecimento da preferência após exposição às pistas 
ambientais e à uma dose desafio de etanol. 
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Figura 6. A Correlação entre o delta da preferência no teste pós-condicionamento e o 
delta da preferência no restabelecimento ambiental dos animais condicionados com 
etanol que permanecerem na caixa-moradia (n = 61, r = 0,42, p < 0,05). B. Correlação 
entre o delta da preferência no teste pós-condicionamento e o delta da preferência no 
restabelecimento por dose desafio de etanol dos animais condicionados com etanol que 
permanecerem na caixa-moradia (n = 61, r = 0,39, p < 0,05). Os símbolos referentes 
aos grupos apresentados no gráfico representam os três clusters de animais com 
diferentes níveis de condicionamento que serão mencionados na sessão 3.4.3 desta 
tese. 
 
3.4.3 MODELO CLASSIFICATÓRIO. Desenvolvimento e avaliação de um 
modelo classificatório do comportamento condicionado ao etanol 
 
A. Justificativa 
 Um fator importante que deve ser considerado no estudo da variabilidade 
individual em qualquer procedimento comportamental é a necessidade de se 
separar os indivíduos testados em grupos representativos de acordo com seu 
perfil comportamental. Através dessa separação avaliações mais complexas 
podem ser realizadas ao comparar grupos com características marcantes 
próprias. 
Como descrito anteriormente, dada à natureza dos dados obtidos em um 
protocolo de CPP padrão, pelo menos dois tipos de medidas podem ser 
analisadas: o delta e o escore da preferência – percentual do tempo total gasto 
no ambiente CS+ no teste pós-condicionamento menos o percentual do tempo 
total gasto no mesmo ambiente na habituação (Cunningham et al., 2003). Por 
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conta disso, nós desenvolvemos dois modelos classificatórios independentes 
baseados nessas duas medidas. 
 
B. Desenvolvimento do modelo classificatório 
 Para a construção do modelo classificatório, os dados dos animais 
condicionados com etanol nos experimentos piloto, 1 e 2A (posteriormente 
descrito) foram agrupados – o procedimento do CPP conduzido nos três 
experimentos foi similar (ver sessão 3.3.1). Para cada modelo, foram utilizados 
apenas os valores do delta da preferência no teste pós-condicionamento ou o 
escore da preferência.  Por tanto, o modelo foi construído tendo como base os 
dados comportamentais de 154 animais. 
 Inicialmente realizamos uma análise de cluster a fim de observar o 
padrão de agrupamento dos dados. Através da análise hierárquica K-means foi 
possível identificar e separar os dados em três clusters de acordo com o delta 
da preferência no teste pós-condicionamento ou o escore da preferência. Esse 
número de clusters foi previamente determinado baseando-se em um estudo 
anterior que evidenciou a presença de três perfis de animais em relação ao 
condicionamento de preferência com etanol (Tesone-Coelho et al., 2013).  
Em seguida foi feita uma análise discriminante linear exploratória 
considerando os clusters como variável de grupo e o delta da preferência ou 
escore da preferência no teste pós-condicionamento como variável de análise. 
O intuito desse procedimento foi averiguar tanto as características de 
distribuição dos clusters quanto a diferença entre eles. O teste de Wilks’ Lambda 
confirmou a diferença entre os clusters para os dois modelos [Wilks’ Lambda = 
0,168, F(2,151) = 373,20, p < 0,001] corroborando a separação feita pelo K-
means. 
 Considerando que o objetivo desse modelo é classificar corretamente os 
animais que passarão pelo protocolo de CPP com etanol em futuros 
experimentos, faz necessário então garantir a acurácia de classificação desse 
modelo. Para tal objetivo, determinamos os pontos de corte de classificação de 
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todos os clusters tendo como base os pontos de corte gerados por uma curva 
ROC (do inglês, Receiver Operant Characteristic). Através dessa medida foi 
possível obter valores de sensibilidade e de taxa de falso-positivos relativos a 
cada ponto. 
   
C. Modelo classificatório final 
 Os três clusters obtidos foram denominados de Aversão, Baixa 
preferência e Alta preferência. Tanto para o modelo construído com o delta da 
preferência, quanto para o modelo construído com o escore da preferência, a 
área sob a curva (AUC, do inglês Area Under the Curve) foi de 1,0 em ambos os 
grupos (aversão e alta preferência). Os valores de sensibilidade e taxa de falso-
positivos para cada ponto de corte dos grupos estão detalhados nas tabelas 1 e 
2. Dada a natureza contínua das duas medidas utilizadas (delta da preferência e 
escore da preferência), o grupo baixa preferência sempre se encontrará entre os 
dois grupos extremos, sendo assim, não foi feita uma análise de curva ROC 
para determinar seus pontos de corte. 
Tabela 1. Ponto de corte do delta da preferência de cada cluster com seus respectivos 
valores de sensibilidade e taxa de falso-positivos gerados por uma análise de curva 
ROC. 
 
Ponto de corte Sensibilidade Taxa de falso-positivo  
Aversão  x < -8% 0,97 0,0 
 
Baixa 
preferência 
  -8% ≤ X < 34% - - 
 
Alta 
preferência 
 X ≥ 34% 0,98 0,0 
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Tabela 2. Ponto de corte do escore da preferência de cada cluster com seus 
respectivos valores de sensibilidade e taxa de falso-positivos gerados por uma análise 
de curva ROC. 
 
Ponto de corte Sensibilidade 
Taxa de falso-
positivo  
Aversão  x < -4% 0,97 0,0 
 
Baixa 
preferência 
  -4% ≤ X < 26% - - 
 
Alta 
preferência 
 X ≥ 26% 0,98 0,0 
 
 
Como uma medida de averiguação do modelo, avaliamos a percentagem 
de animais condicionados com etanol e com salina classificados de acordo com 
o modelo (tabelas 3 e 4).  
Tabela 3. Percentual de animais condicionados com etanol ou salina classificados em 
cada cluster de acordo com o modelo baseado no delta da preferência. 
 
Etanol % Salina % 
Aversão 20,8 (n = 32) 44,2 (n = 27) 
Baixa 
preferência 
37,0 (n = 57) 49,2 (n = 30) 
Alta preferência 42,2 (n = 65) 6,6 (n = 4) 
 
 
Tabela 4. Percentual de animais condicionados com etanol ou salina classificados em 
cada cluster de acordo com o modelo baseado no escore da preferência. 
 
Etanol % Salina % 
Aversão 27,3 (n = 42) 49,2 (n = 30) 
Baixa 
preferência 
42,2 (n = 65) 47,5 (n = 29) 
Alta preferência 30,5 (n = 47) 3,3 (n = 2) 
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D. Aplicação do modelo 
 Classificando os animais de acordo com o modelo proposto acima, 
reanalisamos os dados dos animais condicionados com etanol dos grupos 
extinção e sem extinção do experimento 1. Adotamos o modelo de classificação 
baseado no delta da preferência tendo em vista que este gerou grupos mais 
distintos (detalhes na DISCUSSÃO).  
 Inicialmente, para análise do desenvolvimento do CPP, os dados dos três 
experimentos foram analisados por uma ANOVA de medidas repetidas 
considerando como variável independente os grupos (aversão, baixa preferência 
e alta preferência) e variáveis dependentes o delta da preferência tanto na 
habituação quanto no teste pós-condicionamento. Como mostra a figura 7, os 
grupos desenvolveram diferentes níveis de intensidade de condicionamento 
positivo (baixa ou  alta preferência) ou negativo (aversão) ao CS+. 
 
 
Figura 7. Delta da preferência (média ± EPM) na habituação e no teste pós-
condicionamento dos animais condicionados com etanol dos experimentos 1 e 2A (n = 
154) classificados de acordo com o modelo do delta da preferência como aversão (n = 
32), baixa preferência (n = 57) e alta preferência (n = 65). * significativamente diferente 
dos outros grupos no mesmo teste (p < 0,001). # significativamente diferente da 
habituação (p < 0,001). 
 
  Foram detectadas diferenças significativas entre a habituação e o teste 
pós-condicionamento em todos os grupos (p < 0,001).  Na habituação, apenas o 
grupo aversão diferiu dos outros (p < 0,001), sendo que no teste pós-
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condicionamento todos eram diferentes entre si (p < 0,001) (Figura 7). Foram 
detectados efeitos significativos dos fatores grupo [F(2,151) = 221,49, p < 
0,001], testes [F(1,151) = 89,11, p < 0,001] e interação grupo X testes [F(1,151) 
= 144,91, p < 0,001]. 
 A figura 8 demonstra a curva da extinção do condicionamento dos 
animais do grupo extinção do experimento 1. A ANOVA de medidas repetidas 
identificou efeitos significativos dos fatores grupo [F(2,44) = 19,88, p < 0,001], 
testes [F(13,572) = 2,29, p < 0,01] e interação grupo X testes [F(26,572) = 2,45, 
p < 0,001]. Não foram detectadas diferenças significativas entre os grupos 
aversão e baixa preferência; já o grupo alta preferência diferiu do grupo aversão 
nos primeiros sete testes da fase de extinção (p < 0,01); em relação ao grupo 
baixa preferência, foram observadas diferenças significativas nos primeiros três 
testes de extinção (p < 0,01). 
  
 
 
Figura 8. Delta da preferência (média ± EPM) ao longo do protocolo de extinção dos 
animais condicionados com etanol, classificados de acordo com o modelo do delta da 
preferência em: aversão (n = 12), baixa preferência (n = 20) ou alta preferência (n = 15). 
* significativamente maior que o grupo aversão no mesmo teste (p ≤ 0,05). # 
significativamente maior que o grupo baixa preferência no mesmo teste (p ≤ 0,05). 
 
 Em relação ao grupo aversão, foram observadas diferenças significativas 
apenas entre os testes 3 e 12, sendo o delta da preferência no teste 3 inferior ao 
delta no teste 12 (p < 0,05); já no grupo baixa preferência nenhuma diferença 
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entre testes foi observada. Para grupo alta preferência o delta da preferência no 
primeiro teste de extinção foi significativamente superior ao delta dos testes 5 a 
12 e do teste 14 (p ≤ 0,05); o delta da preferência do teste 2 também foi 
significativamente superior aos dos testes 6, 8, 10 a 12 e 14 (p ≤ 0,05); e o delta 
do teste 3 também foi significativamente superior ao delta dos testes 5, 6, 8 a 12 
e 14 (p ≤ 0,05). 
Ademais, nós observamos uma diferença significativa entre os grupos, 
em relação à média de dias necessários para que ocorra a extinção. Como 
demonstrado na figura 9, o grupo alta preferência apresentou a maior média 
enquanto o grupo aversão a menor (p < 0,05) – ANOVA de uma via [F(2,44) = 
28,07, p < 0,001]).  
 
 
Figura 9.  Média ± EPM dos dias necessários para que os animais do grupo extinção 
do experimento 1, condicionados com etanol e classificados de acordo com o modelo 
do delta da preferência em aversão (n = 12), baixa preferência (n = 20) e alta 
preferência (n = 15), retornassem ao intervalo de confiança na habituação. * diferença 
significativa em relação aos outros grupos (p < 0,05). 
 
Além disso, o delta da preferência dos grupos foi avaliado nos dois testes 
de restabelecimento. A ANOVA de medidas repetidas detectou um efeito 
significativo do fator grupo [F(2,44) = 12,06, p < 0,001], mas não dos fatores 
testes [F(1,44) = 0,13] e interação grupo X testes [F(2,44) = 1,08]. Teste post 
hoc desprotegido identificou que, no restabelecimento por dose de etanol, os 
animais do grupo alta preferência apresentaram um delta da preferência 
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significativamente superior aos outros grupos (p < 0,01) (Figura 10A). Uma 
análise similar foi feita para o protocolo sem extinção. Em relação ao 
restabelecimento ambiental, a ANOVA detectou efeitos significativos dos fatores 
grupo [F(2,58) = 7,75, p < 0,01] e testes [F(1,58) = 13,11, p < 0,001], mas não 
interação grupo X testes [F(2,58) = 0,08]. Em relação ao restabelecimento 
ambiental, o grupo alta preferência apresentou um delta da preferência 
significativamente superior aos outros (p < 0,001). No restabelecimento por 
etanol, tanto o grupo baixa preferência quanto o alta preferência apresentaram 
uma delta da preferência significativamente superior ao do grupo aversão (p < 
0,01). Apesar de não ter sido detectada nenhuma diferença entre testes nos 
grupos, uma tendência foi observada nos grupos baixa preferência (p = 0,09) e 
alta preferência (p = 0,08) (Figura 10B). 
 
 
Figura 10.  A Delta da preferência (média ± EPM) dos animais condicionados com 
etanol dos experimentos 1 (Grupo extinção) classificados de acordo com o modelo do 
delta da preferência no restabelecimento ambiental (Ambiente) (aversão, n = 19; baixa 
preferência, n = 26; e alta preferência, n = 24) e restabelecimento por dose desafio de 
etanol (EtOH) (Aversão, n = 12; baixa preferência, n = 20; e alta preferência, n = 15).      
* significativamente maior que o grupo aversão e baixa preferência no mesmo teste (p < 
0,01). B Delta da preferência (média ± EPM) dos animais condicionados com etanol dos 
experimentos 1 (Grupo sem extinção) classificados de acordo com o modelo do delta 
da preferência (aversão, n = 9; baixa preferência, n = 21; e alta preferência, n = 31) no 
restabelecimento ambiental e restabelecimento por dose desafio de etanol. * 
significativamente maior que o grupo aversão no mesmo teste (p < 0,01).  
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3.5  PARTE 2 – AVALIAÇÃO DA RELAÇÃO DA VARIABILIDADE 
INDIVIDUAL EM DOIS PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS 
  
Um dos principais procedimentos comportamentais para avaliação da 
associação entre os efeitos reforçadores das drogas e pistas ambientais em 
modelos animais é o CPP (Bossert et al., 2013; Martin-Fardon e Weiss, 2013). 
Recentemente foi descrita a semelhança da circuitaria neural envolvida tanto no 
processo de recaída como no de sensibilização comportamental induzida pela 
exposição crônica às drogas de abuso (Steketee e Kalivas, 2011). Dada a 
existência de variabilidade individual no CPP, observada nos experimentos 
descritos anteriormente, e o amplo estudo da variabilidade individual em relação 
à sensibilização comportamental (Abrahao et al., 2013; Nona et al., 2014), 
decidimos estudar se há relação entre ambas. 
 
3.5.1 EXPERIMENTO 2A. Condicionamento de preferência por local seguido de 
sensibilização comportamental 
 
A. Justificativa 
 Tendo em vista que os procedimentos experimentais desse segmento 
foram realizados em sequência, inicialmente nós decidimos avaliar a relação da 
variabilidade individual entre eles quando o procedimento do CPP precede o da 
sensibilização comportamental. 
 
B. Delineamento experimental 
Na primeira fase desse experimento os animais passaram pelo 
procedimento de CPP como descrito na sessão 3.3.1. Após o teste pós-
condicionamento todos os animais retornaram as respectivas caixas-moradia 
onde permaneceram por 14 dias sem o tratamento de salina ou etanol. Além 
disso, durante esse período os animais não foram expostos nem ao aparato do 
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CPP nem ao da sensibilização comportamental. Após esse período os animais 
passaram pelo protocolo de sensibilização comportamental. 
No primeiro dia do protocolo de sensibilização comportamental, a 
atividade locomotora dos animais foi avaliada por 15 minutos em relação ao 
ambiente da caixa de atividade locomotora. Neste teste os animais não 
receberam o tratamento de salina ou etanol. Não houve diferenças significativas 
entre a atividade locomotora basal dos animais designados ao grupo salina e 
etanol [t(117) = -1,36 p > 0,05]. Vinte e quatro horas após a avaliação da 
atividade locomotora basal, os animais receberam administrações i.p. de etanol 
(2,2 g/kg, 15% p/v) ou salina (0,9% p/v NaCl), cinco vezes por semana, durante 
três semanas. Durante esse procedimento, os animais passaram por quatro 
testes de atividade locomotora sendo que o primeiro ocorreu 24h após o teste 
de atividade basal (Testes 1, 2, 3 e 4). Os testes 2, 3 e 4 foram conduzidos com 
um intervalo de uma semana entre eles. Nos dias de teste, os animais 
receberam o tratamento de etanol ou salina e foram, imediatamente, colocados 
nas caixas de atividade locomotora, aonde permaneciam por 15 minutos.  
De acordo com os níveis de atividade locomotora no último dia de teste 
(Teste 4), os animais tratados com etanol foram ordenados quanto ao valor total 
da locomoção e separados em tercis. Os animais pertencentes ao tercil com 
maior atividade locomotora foram classificados como sensibilizados e os 
animais pertencentes ao tercil com menor atividade locomotora, como não 
sensibilizados. Esse procedimento de classificação já foi utilizado e descrito por 
diversos estudos prévios do nosso laboratório (Abrahao et al., 2013; Souza-
Formigoni et al., 1999). Esse tipo de metodologia é utilizado para detectar 
grupos com perfis comportamentais extremos permitindo a avaliação de 
possíveis fatores associados a características individuais. 
Para análise estatística, foi utilizada ANOVA de medidas repetidas que 
tinha como variável independente os grupos salina, não sensibilizados e 
sensibilizados e, como variável dependente, a atividade locomotora desses 
grupos nos quatro dias de testes. 
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C. Resultados 
 Desenvolvimento do condicionamento de preferência por local 
Os animais condicionados com etanol apresentaram um delta da 
preferência significativamente superior aos próprios níveis na habituação (p < 
0,01) e do que os animais condicionados com salina no teste pós-
condicionamento (p < 0,05). A ANOVA de medidas repetidas detectou efeitos 
significativos dos fatores testes [F(1,30) = 6,95, p < 0,05] e interação grupo X 
testes [F(1,30) = 4,27, p < 0,05]. Em relação ao fator grupo foi observada uma 
tendência estatística [F(1,30) = 3,23, p = 0,08] (Figura 11). 
 
Figura 11. Delta da preferência (média ± EPM), na habituação e no teste pós-
condicionamento, dos animais condicionados com etanol (n = 24)  ou salina (n = 8).       
* significativamente maior que a habituação (p < 0,01). # significativamente maior que o 
grupo salina no teste pós-condicionamento (p < 0,05). 
 
Desenvolvimento da sensibilização comportamental 
Os animais classificados como sensibilizados apresentaram uma robusta 
sensibilização locomotora evidenciada pelo aumento progressivo da atividade 
locomotora durante o tratamento com etanol (p < 0,05). A atividade locomotora 
destes animais no teste 4 foi significativamente superior a todos os outros testes 
(p < 0,05) e a dos animais tratados com salina no mesmo dia (p < 0,01). ANOVA 
detectou efeitos significativos dos fatores grupo [F(2,22) = 25,25, p < 0,001], 
testes [F(3,66) = 18,29, p < 0,001] e interação grupo X testes [F(6,66) = 12,52, p 
< 0,001]. Os animais não sensibilizados não apresentaram alteração da 
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atividade locomotora e se mantiveram similares aos animais tratados com salina 
durante todo o tratamento de etanol. Não foi detectada nenhuma diferença entre 
a atividade locomotora basal dos três grupos em nem no teste 1 (efeito agudo 
do etanol) (Figura 12). 
 
 
Figura 12. Atividade locomotora (média ± EPM) dos animais durante o tratamento com 
salina (SAL, n = 9) ou etanol, em 4 testes (teste 1, 2, 3 e 4). Os animais tratados com 
etanol foram classificados como sensibilizados (SENS, n = 8) e não sensibilizados 
(NSENS, n = 8) de acordo com a atividade locomotora no último dia de teste. * 
significativamente maior em relação aos grupos SAL e NSENS no mesmo dia de teste e 
em relação ao próprio nível no teste 1 (p < 0,05).  
 
Relação entre o condicionamento de preferência e a sensibilização 
comportamental 
 Como medida inicial para avaliar a relação entre os dois modelos nós 
realizamos uma análise de correlação de Pearson utilizando as variáveis delta 
da preferência no teste pós-condicionamento e atividade locomotora no teste 4 
apenas dos animais tratados com etanol nos dois modelos. Não foi detectada 
uma correlação significativa entre as duas variáveis (r = 0,11) (Figura 13A).  
 Considerando apenas os animais condicionados com etanol, utilizamos a 
classificação resultante da sensibilização comportamental por já ter sido esta  
utilizada  em estudos anteriores.  Não observamos diferença entre os animais 
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dos grupos salina, não sensibilizados e sensibilizados em relação ao delta da 
preferência no teste pós-condicionamento [F(2,17) = 0,70] (Figura 13B). 
 Nota-se que, também quando utilizamos a classificação baseada no 
modelo de condicionamento não observamos diferenças entre os grupos 
aversão, baixa preferência e alta preferência quanto aos níveis de atividade 
locomotora, no teste 4 da sensibilização comportamental (veja figura 13A). 
 
 
Figura 13. A Correlação entre o delta da preferência no teste pós-condicionamento e a 
atividade locomotora no teste 4 dos animais tratados com etanol nos dois 
procedimentos (n = 24, r = 0,11, p > 0,05). B. Delta da preferência (média ± EPM) dos 
animais condicionados com etanol no CPP, classificados de acordo com a sua atividade 
locomotora no teste 4 da sensibilização locomotora (SAL = 6, NSENS = 7 e SENS = 7). 
 
3.5.2 EXPERIMENTO 2B. Sensibilização comportamental seguida de 
condicionamento de preferência por local  
 
A. Justificativa 
 Na segunda parte deste segmento nós invertemos a ordem dos 
procedimentos experimentais com o intuito de averiguar se a ordenação deles 
poderia influenciar na relação da variabilidade individual observada nos dois. 
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B. Delineamento experimental 
Na primeira fase desse experimento os animais passaram pelo protocolo 
de sensibilização locomotora assim como está descrito na sessão 3.3.2. Após o 
teste de atividade locomotora 4, todos os animais retornaram as respectivas 
caixas-moradia onde permaneceram por 14 dias sem o tratamento de salina ou 
etanol. Além disso, durante esse período os animais não foram expostos nem 
ao aparato do CPP nem ao da sensibilização locomotora. Após esse período os 
animais passaram pelo procedimento de CPP como descrito na sessão 3.3.1. 
 
C. Resultados 
Desenvolvimento da sensibilização comportamental 
Os animais tratados com etanol apresentaram um claro desenvolvimento 
da sensibilização comportamental, evidenciado pelo aumento progressivo da 
atividade locomotora (p < 0,05). A ANOVA de medidas repetidas detectou 
efeitos significantes dos fatores grupo [F(2,59) = 102,58, p < 0,001], testes 
[F(3,177) = 11,64, p < 0,001] e interação grupo X testes [F(6,177) = 16,56, p < 
0,001]. A atividade locomotora dos animais sensibilizados foi significativamente 
superior a dos animais tratados com salina em todos os testes  (p < 0,01). 
Os animais não sensibilizados apresentaram uma atividade locomotora 
significativamente superior ao grupo salina nos testes 2 e 3 (p < 0,05). Animais 
sensibilizados apresentam uma atividade locomotora maior em relação aos 
outros grupos no teste 1 (efeito agudo do etanol) (Figura 14). 
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Figura 14. Atividade locomotora (média ± EPM) dos animais durante o tratamento com 
salina (SAL, n = 21) ou etanol, em 4 testes (teste 1, 2, 3 e 4). Os animais tratados com 
etanol foram classificados como sensibilizados (SENS, n = 22) e não sensibilizados 
(NSENS, n = 19) de acordo com a atividade locomotora no último dia de teste. * 
significativamente maior em relação aos grupos SAL e NSENS no mesmo dia de teste e 
em relação ao próprio nível no teste 1 (p < 0,05).  
 
Desenvolvimento do condicionamento de preferência por local 
 Como demonstrado pela figura 15 não houve desenvolvimento de 
condicionamento de preferência por local induzido pelo etanol. Considerando os 
animais condicionados com salina e etanol, a ANOVA de medidas repetidas não 
detectou nenhum efeito significativo de grupo [F(1,80) = 2,53], testes [F(1,80) = 
0,68] e interação grupo X testes [F(1,80) = 0,73].  
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Figura 15. Delta da preferência (média ± EPM) na habituação e no teste pós-
condicionamento dos animais condicionados com etanol (n = 58) ou salina (n = 24). 
 
Relação entre a sensibilização comportamental e o condicionamento 
de preferência 
Quando reavaliamos a correlação entre a atividade locomotora no teste 4 
e o delta da preferência no teste pós-condicionamento dos animais tratados com 
etanol em ambos procedimentos, nós detectamos uma correlação negativa 
moderada entre esses dois parâmetros (r = -,036, p < 0,05). Níveis mais altos de 
atividade locomotora estão associados a menores níveis de condicionamento 
(figura 16A). 
Da mesma maneira, como no experimento 2A, não foi detectada 
nenhuma diferença significativa entre os animais condicionados com etanol e 
classificados como salina, não sensibilizados e sensibilizados ao comparar o 
delta da preferência no teste pós-condicionamento [F(2,39) = 2,20] (Figura 16B).  
Note que, mesmo com a classificação feita baseada no modelo 
classificatório do condicionamento proposto nesta tese, não observamos uma 
agrupamento dos grupos aversão, baixa preferência e alta preferência quanto 
aos níveis de atividade locomotora no teste 4 da sensibilização comportamental 
(veja figura 16B). 
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Figura 16. A Correlação entre o delta da preferência no teste pós-condicionamento e a 
atividade locomotora no teste 4 dos animais tratados com etanol nos dois 
procedimentos (n = 58, r = -0,36, p < 0,05). B. Delta da preferência (média ± EPM) dos 
animais condicionados com etanol no CPP e classificados de acordo com a sua 
atividade locomotora no teste 4 da sensibilização locomotora (SAL = 9, NSENS = 16 e 
SENS = 17). 
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4. DISCUSSÃO 
 
 Confirmamos a existência de grande variabilidade individual no 
comportamento de condicionamento,  que também é observada no 
restabelecimento da preferência pelo etanol. Dentre um grupo de animais 
submetidos ao um mesmo protocolo de condicionamento de um ambiente ao 
etanol,alguns desenvolveram características comportamentais associadas a 
uma maior probabilidade de restabelecimento da preferência, outros a uma 
menor probabilidade de restabelecimento da preferência e, um terceiro grupo 
desenvolveu aversão ao efeito do etanol. Ao contrário de nossa hipótese inicial, 
quando os animais foram submetidos a um protocolo de sensibilização (antes ou 
após o CPP) não observamos associação entre os perfis comportamentais nos 
dois modelos. 
 A discussão que se segue será dividida de acordo com as etapas 
apresentadas na seção 3. 
 
4.1 PARTE 1: Variabilidade individual no condicionamento de 
preferência por local 
 
 O procedimento comportamental de condicionamento de preferência de 
local (CPP) é um bom modelo para o estudo da associação entre o efeito 
reforçador de drogas de abuso e as pistas ambientais (Sanchis-Segura e 
Spanagel, 2006; Tzschentke, 2007). Diversos estudos empregam este modelo 
com o intuito de averiguar o processo de restabelecimento da preferência, 
considerado um análogo ao processo de recaída, amplamente observado na 
dependência (Aguilar et al., 2009; McLellan et al., 2000; Torregrossa e Taylor, 
2013). Como esperado, nós também observamos um aumento da preferência 
pelo ambiente pareado com o etanol em camundongos Suíços Albinos machos, 
validando assim nosso protocolo de CPP.  
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A utilização do protocolo de extinção, por 14 dias após o desenvolvimento 
do CPP, preveniu tanto o restabelecimento da preferência induzido pela 
reexposição às pistas associadas ao etanol, quanto o restabelecimento induzido 
por uma dose desafio de etanol. Esse resultado vai ao encontro do relatado por 
outros autores que utilizam a extinção como medida de prevenção de recaída 
(Bahi e Dreyer, 2014; Groblewski et al., 2012; Lee et al., 2007; Millan et al., 
2013; Myers e Carlezon, 2010). Groblewski e colaborares (2012) e Bahi e 
Dreyer (2014), utilizando um protocolo de extinção de 4 ou 7 sessões, 
respectivamente, durante as quais foi administrada salina, também observaram 
prevenção do restabelecimento tanto quando induzido pelas pistas ou por uma 
dose desafio de etanol. 
Em contrapartida, observamos que animais deixados na caixa-moradia 
durante todo o período de abstinência, reestabelecem a preferência após uma 
dose desafio de etanol. Apesar de termos observado em nosso estudo que o 
afastamento do indivíduo do contexto associado ao consumo da droga não 
previne o restabelecimento da preferência, este tipo de abordagem é 
amplamente adotado por comunidades terapêuticas na tentativa de prolongar a 
abstinência (Polcin e Henderson, 2008; Vanderplasschen et al., 2013).  
É interessante ressaltar que, tanto os animais que passaram pelos testes 
de extinção quanto os animais que permaneceram na caixa-moradia, não 
restabeleceram a preferência quando expostos apenas às pistas ambientais. 
Essa observação pode indicar que o condicionamento de preferência declinou 
naturalmente ao longo do período de 14 dias entre o último dia de tratamento e 
o restabelecimento ambiental. Isto foi claramente observado nos animais que 
permaneceram na caixa-moradia. No entanto este declínio não preveniu o 
restabelecimento da preferência após uma dose desafio de etanol. Apesar de as 
drogas atuarem de modo similar sobre o sistema de recompensa cerebral (Baik, 
2013; Torregrossa e Kalivas, 2008), é importante avaliar suas ações individuais 
para melhor compreensão dos processos de condicionamento e extinção. Xue e 
colaboradores (2012) estudaram o condicionamento à heroína e à cocaína 
utilizando um procedimento de CPP e extinção similar ao utilizado por nós para 
avaliar o condicionamento com etanol. Eles demonstraram que o protocolo de 
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extinção não preveniu o restabelecimento induzido por uma dose desafio de 
heroína ou cocaína, apesar de ter prevenido o restabelecimento por pistas 
ambientais. No estudo desses pesquisadores, o restabelecimento só foi 
prevenido quando o protocolo de extinção foi conduzido durante a janela da 
reconsolidação (Xue et al., 2012). Diferentemente, em nosso estudo, realizado 
com etanol, esse procedimento específico não foi necessário para prevenir a 
recaída induzida por uma dose desafio de etanol. Ademais, Millan e 
colaboradores (2013) demonstraram que, utilizando um procedimento de 
reconsolidação-extinção semelhante ao usado por Xue e colaboradores (2012), 
o comportamento operante de busca por uma bebida alcóolica (0,5%, p/v) após 
a extinção foi atenuado. Portanto, a manipulação da memória associativa, por 
meio dos procedimentos de extinção, preveniu o restabelecimento do 
condicionamento induzido por diversos tipos de drogas, em diferentes modelos 
experimentais de recaída. 
Apesar dos resultados positivos na prevenção da recaída encontrados em 
nosso estudo e em muitos outros (Torregrossa e Taylor, 2013), consideramos 
que outros estudos ainda são necessários para avaliar a influência de diversos 
procedimentos de manipulação de memória no tratamento da dependência 
(Heslin et al., 2013; Hutton-Bedbrook e McNally, 2013). Um próximo passo seria 
a utilização de pistas ambientais presentes no ambiente natural da pessoa 
dependente, permitindo-lhe vivenciar situações de risco semelhantes às reais. 
Alguns estudos utilizaram realidade virtual para facilitar o processo de extinção 
de memórias associativas em contextos interativos (Cho et al., 2008; Garcia-
Rodriguez et al., 2011; Saladin et al., 2006).  
Assim como descrito por Tesone-Coelho e colaboradores (2013), nós 
também identificamos uma expressiva variabilidade em relação ao 
comportamento de condicionamento ao local. Alguns animais apresentaram 
níveis de preferência elevados, outros níveis baixos e os demais desenvolveram 
aversão ao etanol. Detectamos uma correlação positiva entre os parâmetros 
comportamentais associados ao condicionamento, sua extinção e 
restabelecimento. Isto abre diversas possibilidades para manipulação do 
condicionamento. 
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A primeira dificuldade encontrada ao estudar a variabilidade individual em 
relação a determinado parâmetro, seja este comportamental ou biológico, é a 
metodologia para separação dos indivíduos em grupos homogêneos, porém que 
sejam heterogêneos entre si (Shun-Shin e Francis, 2012). Apesar de terem 
relatado pela primeira vez a existência de variabilidade individual no CPP, 
Tesone-Coelho e colaboradores (2013) não adotaram uma medida para 
separação dos animais que garantisse a homogeneidade interna dos grupos, 
pois estes pesquisadores realizaram a separação dos animais baseando-se 
apenas na distribuição da intensidade do condicionamento. Dependendo da 
frequência de cada perfil dentro do grupo geral de animais esta metodologia 
pode ser mais ou menos adequada. Em uma tentativa de desenvolver um 
modelo mais adequado, utilizamos testes estatísticos para classificar com uma 
maior precisão os grupos de animais, gerando grupos com maior similaridade 
interna. 
Considerando que o objetivo foi identificar padrões comportamentais 
associadas ao desenvolvimento da preferência condicionada, nós utilizamos 
como indicador para separação dos grupos a preferência dos animais pelo 
ambiente condicionado com etanol (CS+) no teste pós-condicionamento. A 
escolha da medida mais adequada a ser utilizada para quantificar a preferência 
do animal foi baseada na literatura. Cunningham e colaboradores (2003) 
sugeriram pelo menos quatro maneiras para inferir a preferência dos animais em 
um protocolo de CPP: 1) comparação entre o tempo absoluto gasto no CS+ com 
o tempo gasto no CS-, durante o teste pós-condicionamento; 2) porcentagem do 
tempo total gasto no CS+ no teste pós-condicionamento; 3) delta da preferência 
= tempo absoluto (ou % do tempo total) gasto no CS+ menos o tempo absoluto 
(ou % do tempo total) gasto no CS-, durante o teste pós-condicionamento; 4) 
escore da preferência = tempo absoluto (ou % do tempo total) gasto no CS+ 
durante o teste pós-condicionamento menos o tempo absoluto (ou % do tempo 
total) gasto no CS+ durante a habituação (Cunningham et al., 2003). Apesar de 
todas estas medidas serem válidas, em nosso estudo adotamos o delta e o 
escore da preferência. Foram desenvolvidos dois modelos para classificação 
dos animais: um tendo como indicador o delta da preferência e outro o escore 
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da preferência. Os animais foram classificados em três grupos: alta preferência, 
baixa preferência e aversão. Essa classificação tem semelhança com a proposta 
por Tesone-Coelho e colaboradores (2013). No entanto, ao compararmos 
nossos modelos, observamos que o modelo construído a partir do delta 
apresentou grupos mais discretos do que o construído a partir do escore. 
Considerando que o objetivo inicial era identificar características exclusivas de 
grupos bem distintos, optamos por utilizar apenas a classificação decorrente do 
uso do modelo baseado no delta da preferência. 
Uma característica marcante do modelo desenvolvido por nós é que as 
porcentagens de animais classificados em cada um dos três grupos foram 
similares às relatadas por Tesone-Coelho e colaboradores (2013). Eles 
identificaram as seguintes porcentagens de 23,8% de animais classificados com 
tendo aversão ao álcool, 26,7% como indiferentes e 49,5% como tendo maior 
preferência pelo ambiente associado ao álcool do que pelo ambiente baixa 
preferência. Em nosso modelo as porcentagens foram respectivamente: 20,8%, 
37,0% e 42,2%.  
A aplicação do modelo aos animais condicionados com salina nos dois 
compartimentos do CPP, que não deveriam desenvolver nenhuma preferência 
condicionada, levou à classificação de 49,2% como tendo uma preferência 
neutra, 44,2% como tendo alguma aversão ao primeiro ambiente em que 
receberam salina e apenas 6,6% como tendo preferência por ele. A notável 
diferença entre o desenvolvimento de preferência pelo CS+ entre o grupo que 
recebeu etanol (42,2%) e o que recebeu salina (6,6%) indica que o modelo 
permite discriminar claramente grupos com base em sua preferência pelo 
ambiente, como pode ser observado na figura 17.  
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Figura 17. Distribuição dos deltas da preferência dos animais condicionados com salina 
(n = 61) ou etanol (n = 154) no teste pós-condicionamento. Cada ponto representa um 
animal. As linhas pontilhadas indicam os pontos de corte utilizados para separação dos 
subgrupos (aversão, baixa e alta preferência). As linhas contínuas representam as 
médias e IC95%. 
 
Por meio do uso do modelo classificatório, identificamos características 
comportamentais associadas ao condicionamento de preferência não 
observáveis quando todos os animais tratados com etanol são agrupados. 
Observamos que os animais do grupo “alta preferência” também apresentaram 
níveis de condicionamento significativamente maiores do que os dos demais 
grupos, tanto no teste pós-condicionamento como ao longo dos sete primeiros 
dias de extinção. Além disso, este mesmo grupo, quando desafiado com uma 
dose de etanol, restabeleceu a preferência condicionada. Este achado vai de 
encontro ao observado em animais tratados com etanol, mas não classificados 
quanto à preferência, indicando que, dependendo das características 
individuais, o protocolo de extinção pode ou não ser capaz de prevenir o 
restabelecimento induzido pela droga. De modo similar, considerando os 
animais que permaneceram na caixa-moradia, somente os classificados como 
alta preferência apresentaram restabelecimento da preferência após a 
apresentação de pistas ambientais. Já os animais classificados como baixa 
preferência restabeleceram o condicionamento quando expostos a uma dose 
desafio de etanol, mas não quando submetidos ao procedimento de extinção. 
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Assim, podemos inferir que esta metodologia de manipulação da memória 
associativa foi eficaz apenas para determinada subpopulação de animais. 
Em resumo, nosso estudo demonstrou que, dentre um grupo de 
camundongos condicionados com etanol no CPP, alguns podem desenvolver 
um perfil comportamental associado a um condicionamento mais intenso e 
propenso ao seu restabelecimento do que outros. Este resultado ressalta a 
relevância da investigação de características individuais tanto na pesquisa 
básica quanto na prática terapêutica. 
 
4.2 PARTE 2: Avaliação da relação da variabilidade individual em 
dois procedimentos comportamentais 
 
 A sensibilização comportamental é um procedimento que tem sido 
utilizado na investigação de neuroadaptações induzidas pela exposição crônica 
às drogas de abuso (Robinson e Berridge, 1993, 2008; Sanchis-Segura e 
Spanagel, 2006). Segundo a teoria da sensibilização do incentivo de Robinson e 
Berridge (Robinson e Berridge, 1993), essas adaptações estão associadas a um 
aumento da busca e consumo das drogas e que, devido à sua durabilidade 
mesmo durante períodos de abstinência, podem favorecer a recaída (Paulson et 
al., 1991; Robinson e Berridge, 2003, 2008). Recentemente, Steketee e Kalivas 
(Steketee e Kalivas, 2011) demonstraram que as circuitarias envolvidas tanto 
com a sensibilização quanto com a recaída são muito semelhantes, reforçando 
a idéia de que estes mecanismos podem atuar em sinergia. Diversos estudos do 
nosso e de outros grupos evidenciaram que, em camundongos, existe uma 
grande variabilidade individual no desenvolvimento da sensibilização 
comportamental induzida pelo etanol (Abrahao et al., 2013; Nona et al., 2014; 
Souza-Formigoni et al., 1999). Assim como identificamos a variabilidade no 
condicionamento de preferência no CPP e considerando que ambos os 
procedimentos comportamentais podem ser modelos animais úteis para estudo 
do processo de recaída, levantamos a hipótese de que poderia haver alguma 
similaridade entre a variabilidade observada nos dois modelos. Se assim fosse, 
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esperávamos que um animal com intenso condicionamento também 
apresentasse uma atividade locomotora elevada, e vice-versa. 
 Inicialmente, quando realizamos o CPP antes da sensibilização 
comportamental, não identificamos nenhuma correlação entre o 
condicionamento de preferência no CPP e a atividade locomotora ao final do 
protocolo de sensibilização comportamental. No entanto, quando a ordem dos 
procedimentos foi invertida, nós observamos uma correlação negativa entre o 
perfil de preferência pelo etanol no CPP e o da sensibilização comportamental. 
Apesar de contrário à nossa hipótese inicial, esse resultado sugere que as 
neuroadaptações induzidas durante a sensibilização comportamental 
prejudicaram a aquisição do condicionamento de preferência. 
 Esse achado não é congruente com o estudo de Cunningham e 
colaboradores (2002) que demonstrou que o desenvolvimento da sensibilização 
comportamental não interfere com o desenvolvimento do condicionamento. No 
entanto, o protocolo da sensibilização comportamental dos dois estudos foi 
diferente. Em nosso estudo, os animais receberam, no total, 15 administrações 
i.p. de etanol enquanto que no estudo de Cunningham e colaboradores (2002), 
os animais receberam apenas 4 administrações de etanol (Cunningham et al., 
2002). Considerando que diferentes estudos já demonstraram que o período de 
exposição ao etanol afeta o desenvolvimento de adaptações neurais e 
comportamentais (Acheson et al., 2013; Contet, 2012; Tran e Gerlai, 2013; 
Zorumski et al., 2014), é possível que a exposição ao etanol realizada por 
Cunnningham e colaboradores (2002) não tenha sido longa o suficiente para 
influenciar o desenvolvimento do CPP. 
 A sensibilização locomotora prejudicou o desenvolvimento do 
condicionamento no CPP, sendo este um procedimento dependente da 
formação de memórias. Assim sendo, nossos achados estão de acordo com 
estudos nos quais a exposição contínua ao etanol induziu déficits cognitivos 
relacionados à formação de memórias espaciais, em modelos animais (Garcia-
Moreno e Cimadevilla, 2012; Kroener et al., 2012; Santin et al., 2000; Sircar et 
al., 2009). Esse déficit de memória pode estar associado às neuroadaptações 
induzidas pela exposição crônica de etanol no NAc (Abrahao et al., 2013; 
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Hansson et al., 2008; Marty e Spigelman, 2012), dado que esta área está 
envolvida com a formação de memória espacial e associativa (Rinaldi et al., 
2012; Schultz et al., 1997; Steinberg et al., 2013). Nesse sentido, dois possíveis 
receptores podem estar relacionados com a neuroadaptação induzida pelo 
etanol: o receptor dopaminérgico D1 e o receptor glutamatérgico NMDA 
(Coccurello et al., 2012; Jeanes et al., 2011). 
 Em relação ao receptor dopaminérgico, já foi demonstrado que o bloqueio 
intra-NAc do receptor D1 preveniu a aquisição do condicionamento de 
preferência induzido pelo etanol (Bahi e Dreyer, 2012; Young et al., 2013). Além 
disso, Abrahão e colaboradores (2011) demonstraram que animais classificados 
como sensibilizados após um procedimento de sensibilização comportamental 
apresentam receptores D1 no NAc hiperresponsíveis. Quanto ao receptor 
glutamatérgico, já foi demonstrado que administração i.p. de um antagonista do 
receptor NMDA prejudica o aprendizado espacial (Boyce-Rustay e Cunningham, 
2004; Smith-Roe et al., 1999), essencial para o estabelecimento da preferência 
por local. Abrahão e colaboradores (2013) também identificaram que animais 
sensibilizados apresentam níveis reduzidos da atividade e da expressão dos 
receptores NMDA no NAc. Apesar de os receptores apresentarem funções 
próprias neste processo, Coccurello e colaboradores (2012) também 
demonstraram que doses sublimiares – incapazes de induzir um efeito per se - 
de antagonistas D1 e NMDA quando administradas conjuntamente intra-NAc, 
são capazes de prevenir o aprendizado espacial. Isto sugere que estes 
receptores estariam atuando em sinergia. 
 Esse conjunto de estudos sugere que os receptores D1 e NMDA, que 
estão envolvidos no processo de aquisição da memória associativa, também 
são passíveis de modulação pelo etanol durante o procedimento de 
desenvolvimento da sensibilização locomotora. Sendo assim, a possível 
correlação negativa observada entre os perfis de alto condicionamento e alta 
sensibilização comportamental observada em nosso estudo pode ser decorrente 
das neuroadaptações induzidas pela sensibilização comportamental. 
 É importante ressaltar que Bocklish e colaboradores (2013) sugerem a 
existência de diferentes substratos neurobiológicos envolvidos no CPP e na 
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sensibilização locomotora à cocaína. Isto foi demonstrado utilizando uma 
estimulação de alta frequência nos neurônios espinhosos médios do NAc, que 
indiretamente, regulam os neurônios dopaminérgicos da ATV inibindo os 
interneurônios GABAérgicos (ácido gama-aminobutírico) desta mesma área. 
Esta manipulação neural pode aumentar o desenvolvimento da sensibilização 
comportamental ao efeito estimulante da cocaína, no entanto previne o 
desenvolvimento do CPP (Bocklisch et al., 2013). Segundo os autores, a 
estimulação de alta frequência prejudicou o disparo fásico do neurônio 
dopaminérgico da ATV necessário para que ocorra associação entre a obtenção 
de uma recompensa positiva e a pista ambiental que a precede (Schultz et al., 
1997). Portanto, é possível que o desenvolvimento da sensibilização ao etanol 
tenha induzido adaptações neurobiológicas, como um aumento da atividade dos 
neurônios espinhosos médios do NAc, que possa ter afetado negativamente o 
CPP.  
Há também uma terceira alternativa a ser considerada. Poderíamos 
interpretar a falta de correlação entre os fenótipos comportamentais de 
sensibilização e preferência condicionada como resultado de diferentes tipos de 
adaptação sináptica nos dois modelos, durante a exposição crônica ao etanol. 
Estudos anteriores, utilizando auto-estimulação elétrica intracraniana (Sanchis-
Segura and Spanagel, 2006), demonstraram que a exposição aguda a diversas 
drogas reduz o limiar de estimulação elétrica necessário para gerar uma 
“sensação de recompensa” (Kornetsky and Esposito, 1979). Por outro lado, 
durante a abstinência que se segue a um período de exposição crônica, este 
limiar encontra-se elevado (Epping-Jordan et al., 1998; Koob, 2013; Markou and 
Koob, 1991; Paterson et al., 2000; Schulteis et al., 1995). Indivíduos que 
apresentam elevação deste limiar necessitam de estímulos mais intensos (ex: 
corrente elétrica mais forte) do que aqueles com limiares normais para atingirem 
sensações de recompensa similares (Sanchis-Segura and Spanagel, 2006). 
Partindo de tais achados, podemos supor que os animais que passaram pela 
sensibilização comportamental, e em seguida por período de abstinência de 14 
dias, apresentavam um limiar de excitação mais elevado do que o de animais 
não sensibilizados. 
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Sendo assim, no presente trabalho podemos inferir que o protocolo de 
CPP não tenha sido estabelecido em decorrência de a dose de etanol utilizada 
ter sido inferior à necessária para eliciar um reforço positivo significativo nos 
animais sensibilizados. Assim, não teria ocorrido a necessária associação entre 
o efeito reforçador da droga e o ambiente associado à sua administração. Em 
um estudo anterior de nosso grupo, Abrahao e colaboradores (2013) avaliaram 
o consumo voluntário de etanol de camundongos previamente submetidos a um 
protocolo de sensibilização comportamental seguido por um período de 14 dias 
de abstinência. Os autores observaram que os animais classificados como 
sensibilizados consumiram mais etanol  do que os animais não sensibilizados. 
Supomos então, que a sensibilização prévia teria causado uma elevação do 
limiar de para a sensação de recompensa, e que para atingir um efeito 
reforçador do etanol, os animais sensibilizados necessitariam de doses maiores 
(Abrahao et al., 2013). 
Considerando nossos achados e os de Abrahao e colaboradores (2013), 
concluímos que a elevação do limiar de excitação não está apenas associada 
com a exposição crônica ao etanol, mas também com o desenvolvimento do 
fenótipo de sensibilização, tendo em vista que os animais sensibilizados 
apresentaram um maior prejuízo no desenvolvimento do CPP e maiores níveis 
de consumo de etanol em comparação com os animais não sensibilizados.  
 Além das duas hipóteses supracitadas – alteração da taxa de disparo dos 
neurônios espinhosos do NAc (Bocklisch et al., 2013) e aumento do limiar da 
estimulação (Schulteis et al., 1995) – poderia haver outra explicação para o 
prejuízo no desenvolvimento do CPP.  Estudos anteriores demonstraram que 
mesmo após 14 dias de abstinência, animais sensibilizados continuam a 
expressar aumento da atividade locomotora após administração de etanol (Botia 
et al., 2012; Ferreira et al., 2013; Paulson et al., 1991). É plausível considerar 
que durante a fase de condicionamento do CPP, os animais sensibilizados, ao 
receberem etanol, apresentariam níveis elevados de atividade locomotora que 
prejudicariam o estabelecimento do condicionamento de preferência por diminuir 
o controle atencional, necessário para a correta associação entre as pistas 
ambientais e o efeito do etanol (Byers e Serences, 2012; Roelfsema et al., 
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2010). Sendo assim, durante o teste pós-condicionamento, não seria 
estabelecido um comportamento de preferência pelo local induzido pelo etanol, 
como observado no nosso estudo. 
 Concluindo, não encontramos clara relação entre os perfis 
comportamentais de camundongos suíços albinos condicionados com etanol no 
CPP e os perfis de sensibilização comportamental dos mesmos animais. 
Entretanto, é possível que a expressão da sensibilização prejudique o 
estabelecimento do condicionamento no CPP. 
São necessários estudos complementares para avaliar a interação 
comportamental por meio de outros parâmetros, assim como avaliar os 
fenômenos neuroadaptativos subjacentes. A utilização de um modelo de 
classificação padronizado pode ser útil nestes tipos de estudo. 
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5. CONCLUSÕES  
 
 O protocolo de condicionamento de preferência pelo local associado ao 
etanol adotado neste estudo foi eficaz; 
 Observamos que o protocolo de extinção de memória, assim como o de 
permanência na caixa-moradia, durante um período de 13 dias 
subsequente ao desenvolvimento do CPP preveniu o restabelecimento da 
preferência induzida pela exposição às pistas pareadas com etanol. No 
entanto, apenas o procedimento de extinção foi capaz de prevenir o 
restabelecimento induzido por uma dose desafio de etanol; 
 No protocolo do CPP, identificamos três perfis comportamentais de 
animais, com base em seus níveis de preferência condicionada. Estes 
grupos apresentaram também padrões comportamentais distintos em 
relação à extinção e ao restabelecimento da preferência, confirmando 
assim a existência de significativa variabilidade individual neste modelo 
comportamental; 
 Não observamos relação entre os perfis comportamentais de preferência 
e sensibilização dos animais, quando o CPP foi conduzido anteriormente 
à sensibilização comportamental. Porém, quando a ordem dos 
experimentos foi invertida, observamos correlação negativa entre os 
níveis de preferência e de atividade locomotora.  
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ANEXOS 
 
ABSTRACT 
 
Alcohol dependence is a serious health problem responsible for a high number of 
deaths worldwide. A remarkable characteristic of this problem is the increased rate of 
relapse – return to drug use after a period of abstinence. Despite the high number of 
alcohol users, only a subset of them develops the dependence. This clearly shows that 
some individuals have characteristics which make them more susceptible to become 
dependents. One of the most used procedures to study the reinstatement behavior, a 
process analogue to relapse, is the conditioned place preference (CPP). In Swiss Albino 
mice, individual variability has already been described in the behavioral sensitization to 
ethanol, but there scanty evidence for the CPP. In this study investigated the variability 
in the conditioned behavior and its relationship with other behavioral parameters such as 
extinction, reinstatement and behavioral sensitization. In the first part of the study we 
observed that a memory extinction procedure prevented the reinstatement induced by 
exposure to ethanol-associated cues and to the drug itself. Besides, the conditioning 
strength is positively correlated to time necessary for the extinction to be established. 
We also developed a classification method for the animals according to their conditioned 
behavior which identified distinct behavioral phenotypes associated with increased 
relapse susceptibility. Given the observation of individual variability in the CPP, in the 
second part of the study we decided to investigate whether there was a relationship 
between the individual variability in conditioned behavior and in the behavioral 
sensitization. We did not observe a relationship between the individual variability in both 
models when the CPP was conducted before the behavioral sensitization. However, 
when the order of procedures was inverted, those animals with a higher sensitization did 
not develop conditioning. This shows that the development of behavioral sensitization 
disrupted the establishment of CPP, suggesting that these phenomena have different 
neurobiological mechanisms. The understanding of the individual variability related to 
the CPP and to its extinction will allow us to develop novel therapeutic approaches more 
efficient to prevent relapse and dependence. 
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